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ПРЕДИСЛОВИЕ КО ВТОРОМУ ИЗДАНИЮ 


Первое издание Практикума по биологической хи- 
мии, вышедшее в 1949 г., в настоящее время разошлось. 

Авторы получили от преподавателей и студентов ряд 
. отзывов, замечаний и предложений относительно нового 
издания Практикума. В полученных отзывах высказы- 
вались пожелания о некотором расширении пособия и 
дополнении его новыми работами. 

Настоящее издание Практикума по биологической хи- 
мии полностью пересмотрено и исправлено с учетом полу- 
ченных замечаний и пожеланий. Введены также новые ме- 
тодики, расширяющие возможность выбора практических 
занятий. Некоторые добавленные методики могут быть ис- 
пользованы для работы аспирантов и для занятий в студен- 
ческих кружках. 

Авторы выражают глубокую благодарность всем, при- 
славшим отзывы и замечания по поводу Практикума. 


Авторы 


ПРЕДИСЛОВИЕ К ПЕРВОМУ ИЗДАНИЮ 


При составлении настоящего Практикума по биологи- 
ческой химии авторы прежде всего стремились к тому, ва 
чтобы подбор практических работ соответствовал требо- К 
ваниям программы и учебному плану медицинских вузов. _ 

Внимание авторов было также направлено на то, чтобы А й. 
практические ‚работы могли быть выполнены в течение 
3—4 часов, обычно отводимых для занятий. Кроме того, 
учтена была возможность {выполнения работ с помощью 
доступного оборудования и с минимальным количеством 
реактивов. 

Однако некоторые работы в силу своего объема не могут м 
быть выполнены в 3—4 часа. Эти работы составлялись М: 
с таким расчетом, чтобы их можно было закончить в тече- 
ние двух занятий с перерывом. 

В основу Практикума положен многолетний опыт пре- 
подавания биологической химии в | Московском медицин- 
ском институте под руководством профессоров А. Д. Бу- 
лыгинского, В. С. Гулевича и Б. И. Збарского. Частич- 
но использован опыт преподавания и некоторых других 
вузов. 

Краткие теоретические сведения, перечень приборов и 
реактивов, а также подробное описание манипуляций 
имеют целью помочь студенту по возможности самостоя- 
тельно, без помощи преподавателя, выполнить каждое 
практическое занятие. 

При проведении практических занятий необходимо, 
чгобы студент отмечал в рабочей тетради произведенные 
в ходе работы наблюдения. 

Выполнение всех работ, приведенных в Практикуме, 
требует большего времени, чем это предусматривается 
учебным планом. Это обстоятельство дает возможность 
выбора работ. Работы, хотя и важные, но не имеющие 
‘основного значения для усвоения курса, а также требую- 
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щие длительного времени для проведения, отмечены звез- 
дочками. 

При прохождении практического курса биологической 
химии весьма желательно, чтобы каждый студент выпол- 
нял задания по возможности самостоятельно. При недо- 
статочном количестве оборудования или животных ра- 
боты могут выполняться группой студентов. 

Авторы будут весьма признательны преподавателям, 
учащимся и всем, кто укажет недостатки настоящего Прак- 
тикума и желательные в нем изменения. 


Авторы 


Москва 
Кафедра биологической химии 
‘имени акад. В. С. Гулевича 
[ Московского ордена Ленина 
медицинского института 


ХИМИЯ БЕЛКОВ 


Белки — важнейшая и необходимая составная часть 
всех живых клеток и организмов. Они составляют глав- 
ную массу сухого вещества тканей человека и почти всех 
Животных. 

Это очень сложные высокомолекуляр- 
ные соединения, находящиеся в организме 
в коллоидном состоянии. Молекула белка со- 
стоит из остатков аминокислот, соединенных между 
собй пептидными связями". Под действием 
специфических ферментов, а также при нагревании с кис- 
лотами или щелочами белки подвергаются гидролизу 
(распаду с присоединением воды), давая ряд промежуточ- 
ных продуктов (пептоны, пептиды), а при полном гидро- 
лизе — аминокислоты. 

Обладая одновременно кислыми карбоксильными 
и основными аминными группами, белки являются 
амфотерными веществами и могут вести себя и 
как кислоты, и как основания. При определенном РН, 
характерном для каждого белка, диссоциация кислых и 
щелочных групп белковой частицы уравнивается, и заряд 
амфотерного иона белка становится минимальным. Такой 
РН раствора носит название изоэлектрической 
точки белка. В изоэлектрической точке белок наиме- 
нее устойчив в растворе. 

Структура белковой молекулы очень лабильна, и даже 
мягкая обработка ведет к денатурации белка, 
в результате которой изменяются его биологические и фи- 
зико-химические свойства. 

Реакции на присутствие белка основаны на наличии 
в нем тех или иных химических групп и на его 
физико-химических свойствах. 


1 Наличие пептидной связи аминокислот в молекуле белка 
впервые установлено А. Я Данилевским. 


и 


Некоторые реакции присущи не только белкам, но и 
другим веществам, содержащим те же группы. Так, ряд 
цветных реакций на белок является по существу реакци- 
ями на ту или иную аминокислоту, входящую в состав белка. 
Поэтому для установления наличия белка недостаточно 
какой-нибудь одной реакции. я 

В медицинской практике с диагностической 
точки зрения важно определить белок в моче, 
а в некоторых случаях также в спинномозговой жидкости 
и крови. 

Белки разделяют на две главные группы: проте- 
ины, или простые белки, не содержащие не- 
белковых групп, и протеиды, или сложные 
белки, содержащие, помимо собственно белка, еще 
и небелковую (простетическую) группу. 

Среди простых белков животного происхождения чаще 
всего приходится встречаться с альбуминами и 
глобулинами. 

Альбумины растворимы в воде, осаждаются при насы- 
щении раствора сернокислым аммонием, обычно не содер- 
жат аминокислоты — глицина. Примерами альбуминов яв: 
ляются альбумины кровяной сыворотки, молока, яичного 
белка. 

` Глобулины нерастворимы в воде, но растворимы в при- 
сутствии нейтральных солей; осаждаются в полунасыщен- 
ном растворе сернокислого аммония, т. е. при добавлении 
к раствору белка равного объема насыщенного раствора 
этой соли. К глобулинам относят глобулины сыворотки 
крови и молока, куриного яйца и др. 

Среди сложных белков следует отметить: хромопро- 
теиды — соединения белка с пигментом, например, ге- 
моглоби; нуклеопротеиды — соединения белка 
с нуклеиновыми кислотами; фосфопротеиды — 
белки, содержащие фосфор, например, казеин; муко- 
протеиды (глюкопротеиды) — соединения белка со 
сложными углеводами — мукополисахаридами, например, 
муцин слюны (простые углеводные группировки содер- 
жатся почти во всех белках). 


ЦВЕТНЫЕ РЕАКЦИИ НА БЕЛКИ 


Присутствие белка можно обнаружить рядом цвет- 
ных реакций. Эти реакции свойственны составным 
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частям белка —аминокислотам ил б 
зуемым ими г ем. 
руппировкам. Так, полипеп- 
тиды, а также вс б - хе 
; е пептоны и белки дают биуретовую 
реакци ю. характерную для наличия пептидных 
связеи. се аминокислоты, полипептиды и белки дают 
окрашивание (обычно фиолетовое) при нагревании с нин- 
гидрином. Дикетопиперазиновые группы белковой 
молекулы восстанавливают пикриновую 
кислоту (желтого” цвета) в пикраминовую (красного 
цвета). 

Некоторые аминокислоты (тирозин, трип- 
тофан, фенилаланин, цистин, аргинин, гистидин) и их 
остатки (например, в молекуле белка) дают ха рак- 
терные цветные реакции, свойственные дан- 
вой аминокислоте. 

В большинстве белков при помощи чувствительных ре- 
акций можно обнаружить углеводные] компс- 
ненты. 


1. Биуретовая реакция 


В щелочной среде в присутствии солей меди белки дают 
фиолетовое окрашивание. Окраску дает 
комплексное соединение меди с пептидными группами: 
—СО—МН-—. Биуретовая реакция голучается также с про- 
дуктами неполного гидролиза белка — вептонами и; поли- 
пептидами. 

’Свое название биуретовая реакция получила от прс- 
изводного мочевины —биурета, который дает эту 
реакцию. Биурет образуется при нагревании мочевины 
стотщеплением от нее аммиака: 


МН, МНа 
У И 
< ь 
МНН —-мМН,-+ (МН 
МН» | ий 
7 а 
Ссее9 м 
-. МН. 
МНа Биурет 


Цвет комплекса, получаемый при биуретовой реакции 
с разными пептидами, несколько различен и зависит, со- 
гласно исследованиям Н. И. Гаврилова, от длины пептид- 
ной цепи. Пептиды с длиной цепи от четырех аминокис- 
лотных остатков и выше образуют красный комплекс, 
трипептиды — фиолетовый, а дипептиды — синий. 
Биуретовая реакция получается также с некоторыми 
(немногочисленными) соединениями, не содержащими пеп- 
тидных групп (например, при наличии в молекуле групп 
—©С$—МН—или =СН—МН-—). 
Биуретовую реакцию дают: аминокислота гистидин 
и амид аспарагиновой кислоты — аспарагин ". 
№ С СН, —СН—С0оОН СОМН» 
| | | | 
ОН МН. СН» 
А | 
МН ор 
СООН 


Гистидин Аспарагин 


Приборы. Штатив с сухими пробирками. 
Реактивы. 1. Мочевина р пороге. 
2. Едкий натр, 10%. раствор. 
3. Сернокислая медь, 1% раствор. 
4. Раствор белка (приготовление см. 
стр. 329, п. 35). 


Ход работы 


Проделывают биуретовую реакцию с биуретом, ко- 
торый предварительно получают из мочевины, а затем 
с белком. 

1. Помещают в сухую пробирку несколько кристал- 
ликов мочевины и нагревают на слабом огне. Мочевина 
сначала плавится. Когда сплавленная масса начнет твер- 
деть, нагревание прекращают и дают пробирке остыть. 
В результате нагревания из мочевины образуется биурет, 
а аммиак улетучивается (0б этом узнают по запаху). 

2. К полученному в пробирке биурету прибавляют 
около 1 мл раствора едкого натра и взбалтывают. К щелоч- 


1 Присутствие аспарагина в организме животных установлено 
С. Р. Мардашевым. 
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ному раствору биурета прибавляют 1—2 капли раство 
сернокислои меди. При встряхивании получается а 
тернее- о з-отв-а ТО ок разривание. Необходимо 
изоегать прибавления избытка раствора сернокислой меди 
так как голубая окраска получающегося гидрата окиси 
меди может маскировать реакцию. 

3. Проделывают биуретовую реакцию с раствором белка. 
В пробирку наливают около | мл раствора белка, 1—2 мл 
раствора едкого натра и 1—2 капли раствора сернокис- 


лой меди. При взбалтывании появляется фиолетс- 
вое окрашивание. 


П. Реакция с пикриновой кислотой 


Пикриновая кислота при нагревании с белком 
в щелочной среде восстанавливается (за счет дикетопипе- 
разиновых группировок) в пикраминовую ки- 
слоту (красного цвета). Восстановить пикриновую кислоту 
в пикраминовую можно также при помощи различных 
восстановителей, например, глюкозы: 


(6) 
| 
Ом7 = м, 


+Н. 


и 
| 
МО» 
Пикраминовая 


овая 
Пан кислота 


кислота 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
. Шпатель. р 
Реактивы. 1. Пикриновая килота, насыщенный 
раствор. 
о. Раствор белка (приготовление см. 
стр. 329, п. 35). 
3. Глюкоза, 0,1% раствор. . 
д. Углекислый натрий, сухой. 


1 Нал е еразиновых группировок в молекуле 
ичие Дик топипер 
белка установлено работами К а Зелинского, В. С. Садикова и 


Н. И. Гаврилова, и 


Ход работы 


1. В пробирку наливают около 1 мл раствора белка и 
всыпают 0,2—0,3 г порошка углекислой соды. 

2. Добавляют каплю раствора: пикриновой кислоты 
и продолжительно (5—10 минут) кипятят содержимое про- 
бирки. Желтая окраска раствора — переходит 
в красную вследствие восстановления пикриновой 
кислоты в пикраминовую. 

3. Проделывают ту же реакцию с раствором глюкозы 
вместо белка. Отмечают восстановление пикриновой кис- 
лоты в пикраминовую (красное окрашивание) за счет глю- 
козы, 


ИТ. Нингидриновая реакция 


Белки, а в еще более сильной степени аминокислоты и 
полипептиды дают синее или фиолетовое окра- 
шивание с нингидрином (трикетогидринден- 
гидратом). Нингидриновая реакция характерна для 
аминогруппы в аположении. 


Нингидрин 
(трикетогидринденгидрат) 


Приборы. Штатив с пробирками. 
Реактивы. 1. Нингидрин, 0,2% раствор в спирте. 
2. Раствор” белка (приготовление] см. 
стр. 329,. п. 36). 
3. Глицин (гликокол), 0,1% "раствор. 


Ход работы 


1. Проделывают реакцию с какой-нибудь амино- 
кислотой, например, с глицином. Наливают в про- 
бирку около 1 мл раствора глицина, добавляют 5—6 ка- 
пель раствора нингидрина и нагревают. Появляется фис- 
летово-синее окрашивание, 
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кент 


2. 1ак же производят нингидриновую реакцию с 
1—2 мл раствора белка, взяв 0,3—0,5 мл раствора нинги- 
дрина. Получается фиолетовое (иногда фиолетово-розовое) 
окрашивание; с течением времени раствор синеет. 


ГУ. Ксантопротеиновая реакция 


Подавляющее большинство белков (протеинов) при 
нагревании с крепкой азотной кислотой 
дает желтое окрашивание, переходящее 
в оранжевое при добавлении щелочи или ам- 
миака. По-гречески «ксантбс» — желтый, откуда ре- 
акция и получила название ксантопротеиновой. 
Такое желтое окрашивание можно наблюдать при попада- 
нии крепкой азотной кислоты на кожу, ногти, шерсть 
и т. п. Эта реакция характерна для бензольного 
ядра циклических аминокислот (тиро- 
зина и триптофана) *, которые содержатся почти во всех 
белках. При действии крепкой азотной кислоты на эти ами- 
нокислоты происходит нитрование бензольного кольца с 
образованием нитросоединений желтого цвета. 

‚ Ксантопротеиновую „реакцию, помимо белков, дают 
также многие более простые ароматические соединения 
(например, карболовая кислота). 

Приборы. Штатив с пробирками. 
Реактивы, 1. Фенол, 0,1% раствор. 
2. Азотная кислота концентрирован- 
ная. 
3. Раствор белка (приготовление см. 
стр. 329, п. 35). 
4. Аммиак или едкий натр, 20% 
раствор. 


Ход работы 
ют реакцию сначала © фенолом (кар- 
). Наливают в пробирку около ] мл рас- 


твора карболовой кислоты и прибавляют около | мл кон- 
центрированной азотной кислоты. При нагревании (осто- 


рожно!) появляется желтое окрашивание. 


1. Проделыва 
боловой кислотой 


1 Фенилаланин С.Н5СН.СНУНаСоОН трудно нитруется н, 
повидимому, не обусловливает ксантопротеиновой реакции. 
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2. Проделывают ксантопротеиновую реакцию с раство- 
ром белка. Наливают в пробирку около | мл раствора 
белка и прибавляют 5—6 капель концентрированной азотной 
кислоты. Появляется осадок свернувшегося (под влиянием 
кислоты) белка, который и окрашивается при подогрева- 
нии (осторожно!) в желтый цвет. 

Дают пробирке охладиться и осторожно прибавляют 
избыток аммиака или едкого натра. Желтая окраска при 
подщелачивании переходит в оранжевую. 


\. Реакция Миллона 


Фенолы, например, карболовая кислота, и их про- 
изводные дают ртутные соединения крас- 
вого цвета. Эти соединения получаются при нагре- 
вании со специально приготовленным раствором ртути 
в азотной кислоте, содержащей азотистую кислоту. 

Большинство белков дает милло- 
нову реакцию, так как в их состав входит амино- 
кислота тирозин, являющаяся одновременно 
фенолом. 


СН, СН —СООН 
| 


Тирозин 


Белки, не содержащие тирозина — желатин, протамины 
и др., — не дают миллоновой реакции. 
Приборы. Штатив с пробирками. 
Реактивы. 1. Фенол, 0,1% раствор. 
2. Реактив Миллона (приготовление . 
см. стр. 331, п. 46). 
3. Раствор белка (приготовление см, 
стр. 329, п. 35). 
4. Желатин, 1% раствор. 


Ход работы 


1. Сначала проделывают реакцию с карболовой 
кислотой (фенолом). Наливают в пробирку около 
1 мл раствора карболовой кислоты, прибавляют около 
0,5 мл реактива Миллона и осторожно нагревают. Появ 
ляется розовое окрашивание. 

2. Проводят миллонову реакцию с раствором 
белка. В пробирку наливают 1—2 мл раствора белка 
и прибавляют 5—6 капель реактива Миллона. Появляется 
осадок свернувшегося белка, так как реактив Миллона 
содержит соли ртути и азотную кислоту. Содержимое про- 
бирки осторожно нагревают. Осадок окрашивается в кир- 
пичнокрасный цвет. 

Следует избегать прибавления избытка реактива Мил- 
лона, так как этот реактив содержит азотную кислоту, ко- 
торая может дать желтое окрашивание (ксантопротеиновую 
реакцию), маскирующее реакцию Миллона. 

3. Проделывают аналогичным образом миллонову ре- 
екцию с раствором желатина. Если желатин до- 
статочно чист, реакция не получается, так как в молекуле 
желатина остаток тирозина отсутствует. 


УТ. Реакция Адамкевича 


При прибавлении к белку нескольких капель глиокси- 
ОО 


| | 
ловой кислоты (Н — С — С — ОН) на границе с креп- 
кой серной кислотой получается красн о-фиоле- 
товое окрашивание. Эта реакция зависит от 
присутствия в молекуле белка триптофана. 


СН 
В 
не Сс-—-С—СН.—<СН— СООН 
1 ] | | 
а (С, СН МН2 
и 
СЕМЬ 


Триптофан 


Прибор ы. Штатив с пробирками. 


Реактивы. 1. Белок куриного яйца неразбавлен- 
ный. 

2. Уксусная кислота концентрирован- 
ная (в ней в виде примеси всегда 
содержится глиоксиловая кислота). 

3. Серная кислота концентрирован- 
ная. 


Ход работы 


Наливают в пробирку несколько капель белка, при- 
бавляют около 1 мл концентрированной уксусной кисло- 
ты и, сильно наклонив пробирку, очень осторожно, по 
стенке, подслаивают около 1 мл концентрированной сер- 
ной кислоты так, чтобы обе жидкости не смешались. При 
стоянии на границе двух жидкостей получается красно- 
фиолетовый кружок (кольцо). 


УП. Реакция на серу (цистина и цистеина) в белках 


В состав молекулы большинства белков входят со- 
держащие серу аминокислоты — цистин и ци- 
стейя: 


ыы. СН, —5Н 
| 


| | 
НС— МН НС— МН СН— МН. 
| | 


соон соон сООН 


Цистин Цистеин 


Под действием щелочи эти аминокислоты легко отщеп- 
ляют серу в виде сероводорода. Поэтому почти ‘все белки 
дают положительную реакцию на слабо связанную серу. 

Реакция состоит в том, что при кипячении белка с креп- 
кой едкой щелочью и уксусносвинцовой солью раствор 
начинает темнеть. Едкая щелочь разрушает цистин и ци- 
стеин и отщепляет серу от белка в виде сероводорода, ко- 
торый со свинцовой солью дает черный осадок 
сернистого свинца. 

Приборы. Штатив с пробирками. 

Реактивы. 1. Уксуснокислый свинец, 0,5% раствор. 

2. Едкий натр, 20% раствор. 
3. Белок куриного яйца неразбав- 
ленный. 


_ В 


Ход работы 


Наливают в проб 
робирку около 1 
\ мл раство ксуснок 
лого свинца б р: м: ' 
ея а. тЫ прибавляют о - 
т не. осадка гидроокиси 
; й есколько капель б 

елка и см = 

рожно нагревают. Раствор начинает темнеть. 


УП. Реакция на остаток аргинина 


о ЕВ окрашивание с ги- 
том или гип 
т охлоритом и 
м м в щелочной среде. ее 
аличия в молекуле белка 
остатк - 
лоты аргинина. и 


МН. МН — СН. — СН. = СН, СН — СООН 
о | 
С - МН, 
МН 


Аргинин 


Приборы. Штатив с пробирками. 
Реактивы. 1. Едкий натр, 10% раствор. 
2. а-нафтол, 0,2% раствор (приго- 
товление см. стр. 3927. п. 26). 
3. Бромноватистокислый натрий (ги- 
побромит) (приготовление см. 
стр. 322, п. 5). 
4. Аргинин, 0,01% раствор в 0,1 н. 
серной кислоте. 
5. Раствор белка (приготовление см. 
на стр. 329, п. 35). 


Ход работы 


1. В пробирку наливают 1—2 мл раствора белка. 
добавляют 1—2 капли раствора едкого натра и 1—2 
капли раствора «-нафтола. 

2. Перемешивают содержимое пробирки и прибавляют 
каплю гипобромита. Появляется малиновокрасное окра- 


шивание. 
3. Таким же образом проделывают реакцию с раство- 
ром аргинина. Получается окраска кирпичнокрас- 


ного оттенка. И 


о Практикум по биологической химии 


|Х. Диазореакция 


Белки дают оранжево-красное окраши.- 
вание с диазореактивом. Окраска зависит 
от образования окрашенных азосоединений 
с остатками аминокислот —тирозина, трипто- 
фана и гистидина, входящими в состав белковой 
молекулы. Диазореакция используется для качественного 
и количественного определения тирозина и гистидина в бел- 
ковых гидролизатах и других объектах. 

Приборы. Штатив с пробирками. 

Реактивы. 1. Диазореактив (приготовление см. 

СВ ЭН 

2. Тирозин, 0,01% раствор в 0,1 н. 
серной кислоте. 

3. Раствор белка (приготовление см. 
стр. 329, п. 35). 

4. Углекислый натрий, 10% раствор. 


Ход работы 


1. Наливают в пробирку 1—2 мл раствора тирозина, 
0,3—0,5 мл раствора соды и около 1 мл диазореактива. 


Появляется оранжево-красное окрашивание. 

2. Проделывают ту же реакцию с раствором белка, беря 
его вместо раствора тирозина. Получается оранжево-крас- 
ное окрашивание. 


Х. Реакция на присутствие углеводных компонентов 


Почти все белки содержат в своем составе углевод- 
ные компоненты. Благодаря этому большинство 
белков, как показали Баллас и Подобедов, в присутствии 
концентрированной серной кислоты дают характерное для 
углеводов фиолетовое окрашивание соа-на- 
фтолом (релдкция Молиша) или красное окраши- 
вание с тимолом. Окраску с нафтолом или тимолом 
дают фурфурол и его производные, которые образуются 
из углеводов под действием концентрированной серной 
кислоты. 


Фурфурол 


$ 


риборы. Штатив с пробирками. 
сактивы. 1. а-нафтол, 0,2% раствор (приготовле- 
ние см. стр. 327, п. 26). 
2. Тимол, 1% раствор в спирте. 
3. Серная кислота концентрированная. 
4. Свекловичный сахар, 0,1% рас- 
твор. 
5. Раствор белка (приготовление см. 
стр. 329, п. 35). 


Ход работы 


1. Наливают в две пробирки по 1—9 мл раствора сахара, 
добавляют в первую пробирку 5—6 капель раствора &-на- 
фтола, а в другую пробирку — 5—6 капель раствора ти- 
мола. 

2. Осторожно подслаивают в обе пробирки по 1—2 мл 
концентрированной серной кислоты. Наблюдают фиолето- 
вое (в случае я-нафтола) и красное (в случае тимола) окра- 
шивание на границе раздела серной кислоты и раствора 
‚ сахара. , 

3. Проделывают те же реакции, взяв вместо раствора 
сахара раствор белка. 

Отмечают положительную реакцию, указывающую на 
наличие углеводных групп в белке. 


РЕАКЦИИ ОСАЖДЕНИЯ БЕЛКОВ 


Белки могут быть легко выделены из растворов в виде 
осадков. Реакции осаждения белков весьма разнообразны, 
однако их можно разделить на две группы. 

Первая группа состоит из обратимых ре- 
акций осаждения. При этих реакциях осажденные 
белки не подвергаются глубоким изменениям и получаемые 
осадки белков снова могут быть растворены в первоначаль- 
ном растворителе. Молекула белка при этом в основном 
сохраняет свои первоначальные, так называемые натив- 
ные, свойства и не подвергается заметной денатурации. 

Вторая группа состоит из необратимых 
реакций осаждения, т. е. таких, когда белки претер- 
певают глубокие изменения и не могут быть вновь раство- 
рены в первоначальном растворителе. В этом случае имеет 
место денатурация белка. Денатурацией называют 
такое изменение белка, при котором он утрачивает свои 
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нативные биологические и физико-химические свойства, 
становится менее гидрофильным и обычно теряет способ. 
ность растворяться в первоначальном растворителе, 

К обратимым реакциям осаждения следует от. 
нести большинство реакций высаливания белков, 
а также осаждение их спиртом или ацетоном при непро- 
должительном действии этих реактивов на белок при низ 
кой температуре. 

К необратимым реакциям осаждения белков от- 
носятся: осаждение солями тяжелых металлов, 
алкалоидными реактивами, кислотами и 
осаждение при нагревании. 


1. Высаливание белков 


Белки являются гидрофильными коллоида- 
ми, их частицы проявляют значительное сродство к воде. 
Водная оболочка не дает белковым частицам соединяться 
вместе и удерживает их в растворе. Другим фактором устой- 
чивости белкового раствора является одноименный 
(обычно отрицательный) электрический заряд 
части ц, обусловливающий их взаимное отталкивание. 


Если прибавлять к растворам белка соли щелочных и 
щелочноземельных металлов [обычно пользуются 
(МНа),:5 О, Ма.5О:, МаС, Ме$О.:], то их ионы, несущие 
заряд, противоположный заряду белковых частиц, адсор- 
бируются на последних и, делая их электроней- 
тральными (снимая заряд), понижают их устой- 
чивость в растворе. При достаточно большой концентрации 
солей происходит дегидратация белковых ча- 
стиц и белки начинают выпадать из 
раствора. | 

Такой способ осаждения белков с помощью значитель- 
ных количеств солей носит название высаливания. 

Осадки белков, полученные высаливанием, могут быть 
вновь растворены после уменьшения концентрации солей 
диализом или разведением водой. Высаливание белков, 
следовательно, является обратимым процессом. 

Для высаливания различных белков требуется разная 
концентрация одних и тех же солей. Вот почему белки 
можно высаливать фракционно. 

Концентрированные растворы сернокислого аммония вы- 
саливают почти все белки. Некоторые белки, например, 
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глобулины, выпадают уже при полунасышении растворов 
сернокислым аммонием. Другие белки, например, альбу- 
мины, выпадают только при полном насыщении. 
Хлористый натрий и сернокислый магний осаждают 
глобулины при полном насышении. При слабом подкисле- 
нии (в изоэлектрической точке) эти соли осаждают и альбу- 
мины не только при полном насыщении, но и при более 


низкой концентрации хлористого натрия и сернокислого 
магния. 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Воронка с фильтром. 
Реактивы. 1. Сыворотка крови *. 
2. Сернокислый аммоний, насыщен- 
ный раствор. 
3. Сернокислый аммоний, кристалличе- 
° ский, тонко измельченный. 
4. Хлористый натрий, кристалличе- 
ский, тонко измельченный. 
5. Сернокислый магний,  кристалли- 
ческий. тонко измельченный. 
6. Уксусная кислота,1% раствор. 
7. Едкий натр, 10% раствор. 
8. Сернокислая медь, 1% раствор. 


Ход работы 
Д. Осаждение сернокислым аммониём 


1. Наливают в пробирку около 3 мл сыворотки крови, 
прибавляют равный объем насыщенного раствора серно- 
кислого аммония и перемешивают. Получается полу- 
насыщенный раствор сернокислого аммония. 
Выпадает осадок белка —глобулин. 

2. Через несколько минут отфильтровывают содержи- 
мое пробирки. В фильтрате остается другой белок —аль- 


бумин. Е 
3. Для высаливания альбумина в фильтраг добавляют 


тонко измельченного сернокислого аммония до насы- 
щения, т. е. до тех пор, пока новая порция порошка 
останется нерастворенной. Выпадает осадок альбумина. 


ви может быть заменена разведенным яичным 
добавлен хлористый натрий для того, чтобы 
л из раствора (приготовление см. стр. 329, 


1 Сыворотка кро 
белком, к которому 
глобулин не выпада 
п. 37). 
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4. Альбумин отфильтровывают. 

5. В фильтрате проделывают биуретовую реакцию. От. 
рицательная реакция указывает на отсутствие белка. 

6. Осадок альбумина вместе с фильтром переносят 
в пробирку и растворяют в 4—5 мл воды, продолжительно 
взбалтывая пробирку. 

7. Раствор альбумина отфильтровывают и производят 
с ним биуретовую реакцию 


Б. Осаждение хлористым натрием и сернокислым ‘магнием 


1. В две чистые пробирки наливают приблизительно по 
3 мл сыворотки крови. 

2. Прибавляют до полногс насыщения 
в одну пробирку тонко измельченного хлористого натрия, 
в другую — сернокислого магния. Через несколько минут 
в обеих пробирках появляется осадок глоб улинов. 

3. Содержимое пробирок отфильтровызают. В филь- 
тратах остаются альбумины, которые в нейтральных оаство- 
рах не выпадают от этих солей даже при полном насыщении. 

4. Прибавляют к фильтрату несколько капель разведен- 
ной уксусной кислоты; в слабокислой среде выпадают и 
альбумины. 

5. Через несколько минут альбумины отфильтровываюг. 

6. Проверяют фильтрат ва отсутствие белка при помощи 
биуретовой реакции. 


П. Осаждение белков спиртом 


Многие органические растворители (спирты, ацетон, 
эфир и др.) осаждают белки из нейтрального или слабокис- 
лого раствора. Если к водному раствору белка прибавлять, 
например, этиловый спирт, то можно достигнуть такой 
концентрации его (неодинаковой для разных белков), когда 
происходит осаждепие белка. Механизм действия спирта 
объясняют связыванием воды, что ведет к дегидратации 
мипелл белка и понижению их устойчивости в растворе. 

Если при этом присутствует небольшое количество со- 
лей (например, хлористого натрия), осадок образуется пол- 
нее и быстрее. Ионы соли связываются коллоидными ча- 
стицами белка и снимают их заряд. Это обстоятельство 
еще больше снижает устойчивость раствора белка. 

Если осаждение производить на холоду и полученный 
осадок быстро отделить от спирга, то белок может быть 
вновь растворен в воде, т. е. свойства его в этом случае не 
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изменяются, денатурация не 
дение обратимо. П 
рует и становится 
творителе. 
Приборы. Штатив с пробирками. 
Реактивы. |. Раствор белка для реакций осажде- 


ния (приготовление см. стр. 329, 
п. 36). 


2. Этиловый спирт. 


3. Хлористый натрий  кристалличе- 
ский. 


успевает произойти и осаж- 
ри стоянии со спиртом белок Денатури- 
нерастворимым в первоначальном рас- 


Ход работы 


1. Помешают в пробирку 1—2 мл водного раствора 
белка, прибавляют щепотку сухого хлористого натрия и 
взбалтывают. 

2. В пробирку постепенно приливают несколько мил- 
лилитров этилового спирта и сильно взбалтывают. Через 
несколько минут выпадает мелкий осадок белка. 


ТИ. Осаждение белков солями тяжелых металлов 


Белки из растворов легко осаждаются солями тяжелых 
металлов (свинца, меди, серебра, ртути и др.), образуя 
с ними прочные солеобразные и комплексные соединения. 
В отличие от высаливания солями щелочных и щелочно- 
земельных металлов для осаждения солями тяжелых ме- 
таллов требуются небольшие концентрации последних. 
В случае применения уксу’нокислого свинца и сернокис- 
лой меди избыток этих солей вызывает растворение обра- 
зованного ими осадка. Такое растворение объясняется ад- 
сорбцией избытка ионов металла и перезарядкой белкового 
комплекса, вследствие чего в раствор переходит комплекс 
измененного белка с металлом. Благодаря тому же механизму 
добавление дсстаточного количества хлористсго натрия 
вызывает расгворение осадка ртутного соединения белка. 
Белковые осадки, полученные действием солей тяжелых 
металлов, однако нерастворимы в первона- 
‘чальном растворителе. т. е. в воде или слабых 
растворах солей. Таким образом, осаждение белков солями 
тяжелых металлов следует отнести к необратимым реак- 
циям осаждения, связанным © денатурацией белка. 

Осадки от солей тяжелых металлов, как ррие = 
растворимы в первоначальном растворителе даже. 
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удаления солей диализом или разбавления водой. Свой- 
ством белков связывать тяжелые металлы пользуются в ме. 
дицинской практике, употребляя белки (молоко, яйца) 
как противоядие при отравлении солями ртути (сулема) 
свинца (от недоброкачественности полуды) ‘или меди (от 
окисленной медной посуды), пока эти соли еще не успели 
всосаться. 

Реакции осаждения белков солями тяжелых металлов 
идут обычно полно (особенно в присутствии солей щелоч- 
ных металлов) и ими пользуются не только для выделения 
белков из растворов, но и для освобождения жидкостей от 
белков. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Стеклянные палочки. 

Реактивы. 1. Раствор белка для реакций осаж. 

дения (приготовление см. стр. 399, 
п. 36). 

2. Уксуснокислый свинец, 0,5% рас- 
твор. 

3. Сернокислая медь, 5% раствор 

4. Азотнокислое серебро, 3% раствор. 

5. Сулема, 0,5% раствор. 

6. Хлористый натрий, насыщенный 
раствор. 


Ход работы 


1. В четыре пробирки наливают по 1—2 мл раствора 
белка. 

2. Прибавляют по каплям в первую пробирку раствор 
уксуснокислого свинца, во вторую — раствор сернокис- 
лой меди, в третью — раствор азотнокислого серебра и. 
в четвертую — раствор сулемы (осторожно, яд!). Наблю- 
дается образование осадков во всех четырех пробирках. 

3. В пробирки с осадками от уксуснокислого свинца 
и от сернокислой меди добавляют избыток этих солей. 
Наблюдается растворение осадков. 

4. В пробирку с осадком от сулемы добавляют 7—8 ка- 
пель насыщенного раствора хлористого натрия. Наблю- 
дают растворение осадка. 

ГУ. Осаждение белков алкалоидными реактивами 

Растворы белков могут образовывать осадки при до- 
бавлении так называемых алкалоидных реак- 
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ТИВОВ. 


К последним относятся: та 

кислота, Н.[Ее(СМ).1, соли К].Н]» Е 
которые другие вещества. Эта способность белков к осаж- 
дению алкалоидными реактивами объясняется наличием 
сходных азотистых группировок как в белках, так и в ал- 
калоидах. 

Механизм осаждения алкалоидными реактивами заклю- 
чается в образовании нерастворимых солеоб- 
разных соединений с основными азо- 
тистыми группами. В этом соединении белок 
является катионом, а алкалоидный ре- 
зктив —анионом. Вследствие этого осаждение 
белков алкалоидными реактивами необходимо произво- 
дить в кислой среде (частицы белка перезаряжа- 
ются и переходят в состояние катионов). 

В щелочной среде осадки растворяются. 


Приборы. Штатив с пробирками. 

Реактивы. 1. Раствор белка для реакций осажде- 
ния (приготовление см. стр. 329, 
п: 50). > 
Пикриновая кислота, насыщенный 
раствор. 

Таннин, насыщенный раствор. 
Уксусная кислота, 1% раствор. 
Уксусная кислота, 10% раствор. 
Иодная ртуть в иодистом калии 
(приготовление см. стр. 399, п. 40). 
Железистосинеродистый калий, 5% 
раствор. 


Ход работы 


1. В две пробирки наливают по 1—2 мл раствора ых 
и подкисляют их 2—3 каплями 1% раствора уксусно 


ислоты. 
о р В одну пробирку прибавляют 2—3 капли раствора 
таннина, в другую — —6 капель раствора пикриновой 

СЛОТ. Наблюдают выпадение белка в осадок. 
: 1—2 мл раствора белка, 


ивают 
‚ В третью пробирку нал а 
а 9—3 каплями 10% раствором уксусной кисло 


т б. 9 кап Т госинероди- 
ыид ЛИ рас вора железис 


Белок выпадает в осадок. я 


м 


й 
+ 
1 
т 


АНИ 


4. В четвертую пробирку наливают 1—2 мл раство 
белка, подкисляют 2—3 каплями 1% раствора уксуснор 
кислоты и добавляют 1—2 капли раствора иодной та 
В иодистом калии. Наблюдают выпадение белка в осадок. 


\. Осаждение белков минеральными кислотами 


Концентрированные минеральные кислоты (кроме 
Н3РО,) вызывают необратимое осаждение 
белков из растворов. Это осаждение объясняется как 
явлениями дегидратации белковых частиц, так и рядом 
других причин (например, образованием солей из белка 
и кислот и др.). Избыток минеральной кислоты, за изклю- 
чением азотной, растворяет выпавший осадок белка. 

Реакция осаждения белков азотной кислотой особенно 


распространена и часто применяется при клинических ис- 
следованиях мочи. 


Приборы. Штатив с пробирками. 


Реактивы. 1. Соляная кислота концентрирован- 
ная. 
2. Серная кислота  концентрирован- 
ная. 
3. Азотная кислота — концентриро- 
ванная. 
4. Раствор белка для реакций осаж- 
дения (пригоговление см. стр 329, 
п. 36). 


Хед работы 


1. В три пробирки осторожно наливают приблизительно 
по | мл кислот: в 1-ю соляной, во 2-ю серной и в 3-ю 
азотной. 

2. Осторожно наливают во все три пробирки прибли- 
зительно по | мл раствора белка. На границе двух жид- 
костей наблюдается появление осадка белка в виде неболь- 
шого белого кружка (кольца). 

3. Осторожно встряхивают каждую пробирку. Про- 
исходит растворение осадков в избытке соляной кислоты и 
в избытке серной кислоты; в пробирке с азотной кислотой 
осадок не исчезает при встряхивании, так как в избытке 
азотной кислоты он не растворяется. 
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УТ. Осаждение белков органическими кислотами 


Белки из растворов мог 

ие $ = а: 
ские ки- 
слоты неодинаково действуют на бе- 
лок. Трихлоруксусная кислота СС1.СООН и с т 
лициловая кислота С„Нз(ОН)(СООН)ЗО.Н я : - 
чувствительными и специфич а п 
ескими реактивами на белок 

и широко применяются с этой пелью. 

Осаждение белков с помощью трихлоруксусной кислоты 
в конечной концентрации 2,5—5% часто применяется 
для полного удаления белков из биологических жидкостей 
(например, из сыворотки крови), так как трихлоруксусная 
кислота осаждает только белки, а продукты их распада 
при этом остаются в растворе. Это особенно важно, когда 
нужно определить отдельно содержание азота белка и 
азота более низкомолекулярных продуктов (аминокислот, 
мочевины и др.) — так называемый «остаточный 
азот». 

В том случае, если после осаждения белков требуется 
из фильтрата удалить трихлоруксусную кислоту, то это 
достигается кипячением фильтрата, в результате чего три- 
хлоруксусная кислота разлагается на хлороформ и уголь- 
ный ангидрид, которые улетучиваются. 


Приборы. Штатив с пробирками. 


Реактивы. 1. Трихлоруксусная кислота, 3% рас- 
твор. 
У  Сульфосалициловая кислота‚ 20% 
раствор. - 
3. Раствор белка для реакции осаж- 
дения (приготовление см. стр. 329, 
п. 36). 


Ход работы 


ют 1—2 мл раствора белка и до- 
бавляют несколько капель раствора Ор киС- 
лка. 
т выпадение осадка 0е 
п оо 1—9 мл раствора ое 
о 
и добавл не несколь ра Сны 
кислоты. Наблюдают выпадение осадк я 


1. В пробирку налива 
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УП. Осаждение белков при нагревании 


Почти все белки свертываются при нагре. 
вании. Температура свертывания различна для разных 
белков, и если одни белки коагулируют уже при 50—55°, 
то некоторые из них выдерживают даже непродолжитель. 
ное кипячение. : 

При свертывании белки денатурируют и переходят в не. 
растворимое состояние. Механизм тепловой денатурации 
связан с перестройкой структуры белковой молекулы, 
В результате которой белок теряет свои нативные свой- 
ства и растворимость. Реакция денатурации протекает по- 
степенно и ускоряется с повышением температуры; поэтому 
слишком кратковременное нагревание может и не приве- 
сти_к свертыванию. 

Присутствие солей и концентрация водородных ионов 
играют важную роль в свертывании белков при нагревании. 

Наиболее полная и быстрая коагуляция имеет место 
в изоэлектрической Точке, т. е. при таком 
РН, когда коллоидные частицы белка теряют свой электри- 
ческий заряд и становятся наименее устойчивыми в рас- 
творе. Для большинства белков изоэлектрическая точка 
соответствует слабокислой реакции (РН около 5,0). 

В сильно кислых растворах белковые мицеллы переза- 
ряжаются и несут положительный заряд, что повышает 
их устойчивость. Подобно этому в щелочных рас- 
ПОР оби Но ть белкового кол- 
лоида обусловлена отрицательным заря- 
дом частиц. Поэтому в сильно кислых и щелочных 
растворах белки обычно не выпадают при нагревании. 
В сильно кислых растворах белки при нагревании могут 
коагулировать лишь при добавлении достаточного коли- 
чества какой-либо нейтральной соли. 


Приборы. Штатив с пробирками. 


Реактивы. 1. Раствор белка для реакций осаж- 
дения (приготовление см. стр. 329, 
2. Уксусная кислота, 1% раствор. 
3. Уксусная кислота, 10% раствор. 
4. Хлористый натрий, насыщенный 
раствор. 
5. Едкий "патр, 10% раствор. 


Ход работы. 


1. Наливают в 5 п 
раствора белка. 

2. Нагревают соде 
осадок белка. 


ге Не . Осадок белка выпадает скорее 
‚Того, что белок находится в изо- 
электрической точке. 

4. Добавляют в третью пробирку около 05 мл 10% 
уксусной кислоты и нагревают Осадка белка не образуется 
даже при кипячении. 

5. Добавляют в четвертую пробирку около 0,5 мл 10% 
уксусной кислоты, несколько капель насыщенного раствора 
хлористого натрия и нагревают. Образуется осадок белка. 

6. Добавляют в пятую пробирку около 0,5 мл раствора 
едкого натра и нагревают. Осадка белка не образуется даже 
при кипячении. 

Чувствительность качественных реакций на белок за- 
висит от характера белка, находящихся в растворе солей 
и ряда других причин. Таким образом, пределы чувстви- 
тельности каждой реакции очень широки. Тем не менее 
обычно считают, что биуретовой реакцией можно открыть 
1 часть белка в 10 000 частях раствора; осаждением кон- 
центрированной азотной кислотой — | часть в, 40 000 ча- 
стях; железистосинеродистоводородной кислотой или суль- 
фосалициловой кислотой — | часть в 50 000 частях; тан- 
нином, иодной ртутью в иодистом калии или кипячением 
с уксусной кислотой в присутствии средних солей — 1 часть 


в 100 000 частях. 


робирок приблизительно по 9 мл 


ржимое первой пробирки. Образуется 


ДИАЛИЗ БЕЛКА 


обождение коллоидов от низко- 
ких и минеральных примесей 
ембраны, практи- 


Диализ — это осв 
молекулярных органичес 
с помощью диффузии последних через м 

лоидов. 
чески непроницаемые для кол : 

Бел к в растворе благодаря значительной величине 
белковых частиц не диФФУ 
полупроницаемую ме 
ством белка пользуются для его 
кулярных примесей. - я 


Приборы. 1. Диализатор (простей- 
шим  диализатором 
может служить кол- 
лодиевый мешочек, 
опущенный в стакан 
с дестиллированной 
водой, рис. 1). 
. Штатив с пробир- 
ками. 
Реактивы. 1. Раствор белка, со- 
держащий хлори- 
стый натрий (при- в“ 
готовление, см. 
стр. 329, п. 37). 
2. Азотнокислое серебро, 1% рас- 
твор. 
3. Азотная кислота, 10% раствор. 
4. Едкий натр, 10% раствор. 
5. Сернокислая медь, 1% раствор. 


Ход работы а 


1. Проделывают с раствором белка биуретовую реак- 
ЦИЮ. 

2. Наливают 10—15 мл раствора белка в коллодиевый 
мешочек и погружают его с помощью деревянных зажимов 
в стакан с дестиллированной водой таким образом, чтобы 
открытый край мешочка выступал над поверхностью воды. 

3. Приблизительно через час берут из стакана по 
1—2 мл воды и убеждаются в наличии там ионов хлора (ре- 
акция с азотнокислым серебром в присутствии азотной ки- 
слоты) и в отсутствии белка (биуретовая реакция отрица- 
тельна) 1. 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИЗОЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ ТОЧКИ БЕЛКА 


Белки следует рассматривать как вещества, содержащие 
большое количество кислых и основных групп. Кислот. 
ные группировки белка происходят главным обра- 


1 Если менять воду в стакане, то через некоторое время можно 
заметить появление внутри коллодиевого мешочка слабой мути — 
осадка глобулина. Это происходит вследствие понижения концен- 
трации хлористого натрия в коллодиевом мешочке. В растворе, 
бедном солями, глобулины выпадают. 
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групп дикарбоновых 


у также фенольные 
ль 


ие 


ияет также характер 
в белковой молекуле. 
ми и основными свой- 
рные ионы: 


соединения остатков аминокислот 
Обладая одновременно кислотны 
ствами, белки образуют биполя 


МН, 
в/ 


`соон “соо- 


В щелочных растворах белок играет 
роль аниона. При потере протона из группы — №Нз+, 
например, при действии едкого натра, образуется натрие- 
вая соль белка (протеинат натрия) : 

МН; МНз 
в +№0нН—> В МЕНЮ. 
сОО- со0- 


Биполярный Анион 
ион белка белка 


В кислых растворах, наоборот, бе- 
лок играет роль катиона; например, с со- 
ляной кислотой получается хлористоводородная соль (про- 
теин-хлорид): 


Биполярный Катион 
ион белка белка 


Таким образом, фактором, определяющим поведение бел- 
ка как аниона или как катиона, является концентра- 
ция водородных ионов. Ее повышение (кис- 
лая среда) уменьшает кислотную диссоциацию белка и пе- 
реводит его в катион; понижение (щелочная среда), 
наоборот, понижает щелочную диссоциацию и переводит 
белковые частицы в анионы. Однако при определенном 
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значении рН (неодинаковом для различных 
лотная диссоциация белковой частицы становится равно? 
щелочной — число положительных зарядов амфотерног 
иона белка сравнивается с числом отрицательных зарядов 
и заряд белка в целом может стать практически равным 
нулю. 

В этих условиях белок находится в изоэлект ри- 
ческом состоянии и в электрическом поле не 
будет обнаруживать передвижения ни к катоду, ни к аноду. 
РН раствора, при котором белок находигся в изоэлектри- 
ческом состоянии, называется изоэлектрической 
точкой белка. 

В изоэлектрической точке белок находится почти це- 
ликом в виде амфотерных ионов, несущих равные положи- 
тельный и отрицательный заряды, тогда как при других 
концентрациях водородных ионов мы встречаем преимуще- 
ственно положительные или отрицательные ионы белка. 

Растворы белков в изоэлектриче- 
ской точке наименее устойчивы. В этом 
случае отталкивание одноименно заряженных частиц, по- 
вышающее устойчивость раствора, прекращается и в ка- 
честве стабилизирующего фактора действует лишь гидра- 
тация (водная оболочка) белка. 

Для большинства белков изоэлектрическая точка 
близка к нейтральной среде, но несколько сдвинута в кис- 
лую сторону. Это объясняется тем, что кислотные свойства 

У них преобладают над щелочными и в нейтральном рас- 
творе они реагируют как слабые кислоты. Молекула та- 
ких белков содержит больше свободных карбоксильных 
групп, чем аминных, а при гидролизе дает преобладание 
дикарбоновых и других кисло реагирующих аминокислот 
над теми, у которых преобладают основные свойства. Не- 
которые белки, наоборот, относительно богаче аминными 
группами и в своем составе содержат больше остатков ди- 
аминокислот. В нейтральном растворе они ведут себя как 
слабые основания. Такие белки (например, гистоны и про- 
тамины) имеют изоэлектрическую точку при слабо ще- 
лочной реакции. 

Определение изоэлектрической точки белка удобно про- 
извести на примере желатина. 

Приборы. 1. Штатив с большими пробирками. 

2. Пипетка на 2 мл с делениями. 
3. Пипетка на 10 мл с делениями. 


белк 0в) КИС. 


Реактивы. 1. У 
‚ 1. Уксуснокислый натрий 
и рий, 0,1 н. рас- 
ы: ыы кислота, 0,1 н. раствор. 
Е ксусная кислота, | н. раствор. 
. Желатин 1% раствор. 
5. Этиловый спирт. 


Ход работы 
1. Приготовляют следующую серию из шести пробирок. 


№ пробирки 
Растворы а а ев 5% 


количество в мл 


СН,СООМа, 0,1 н. 
СН.СООН, 01 в. 
СН.СООН, 1 н. 
Дестиллированная вода 
Желатин, 1% 


2. Взбалтывают содержимое пробирок. 

3. Прибавляют из пипетки медленно, при помешивании, 
в пробирку № 4 столько спирта, чтобы спустя некоторое 
время оставалась едва заметная муть. Обычно для этого 
требуется около 7 мл. 

4. Во все другие пробирки прибавляют при помешива- 
нии столько же спирта, сколько было прибавлено в про- 
бирку №4. 

5. Наблюдают через 30 минут помутнение, которое 
обозначают по следующей схеме: 


5,0 | 4,7 | 4,4 
+++ 


Примечание. Числом плюсов обозначена степень по- 
мутнения. 

Таким образом, в данном случае изоэлектрическая точ- 
ка желатина соответствует РН = 4,7. В зависимости от 
сорта желатина изоэлектрическая точка может колебаться 
в пределах нескольких десятых долей водородного пока- 
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3 практикум по биологической химии 


КИСЛОТНЫЙ ГИДРОЛИЗ БЕЛКОВ 


Белки можно подвергнуть гидролизу, т. е. распаду мо. 
лекулы на более простые составные части с присоединением 
ВОДЫ. 

Частичный; очень небольшой гидролиз может быть ВЫ- 
зван одним нагреванием белка с водой, но глубокого 
гидролиза можно достигнуть, только 
катализируя этот процесс нагреванием 
< кислотами или щелочами или дей. 
ствием ферментов. 

В организме гидролиз белка: постоянно протекает под 
действием специфических ферментов и играет важную роль 
в процессе пищеварения и в белковом обмене, 

В лабораторных условиях гидролиз является важнейшим 
методом исследования белков и производится обычно при 
помощи кислот или щелочей. | 

В ходе гидролиза белковая молекула сначала распа- 
дается на высокомолекулярные продукты — пептоны, 
далее на полипептиды, затем на более про- 
стые пептиды и, наконец, на аминокис- 
лоты 1, Е: ео 

Для полного гидролиза белка часто применяют много- 
часовое кипячение с обратным холодильником с серной или 
соляной кислотой 2. 

Признаком полного гидролиза белка обычно служит от- 
рицательная биуретовая реакция гидролизата. Следует, 
однако, помнить, что этот признак указывает скорее на 
приближение окончания гидролиза, чем на его завершение, 
так как некоторые простые пептиды могут не давать фиоле- 
тового окрашивания при биуретовой реакции (см. стр. 9). 
Поэтому после констатирования отрицательной биуретовой 
реакции на белок гидролиз следует продолжать еще 1—2 ча- 
са и только после этого его можно считать законченным. 


* При кислотном гидролизе. белка, помимо аминокислот, 
обычно получаются аммиак, моносахариды, гексозамины, серово- 
дород, гуминовые вещества и некоторые другие соединения. 

з Длительное нагревание гидролизата, конечно, невозможно 
провести во время одного (обычно трехчасового) занятия. Ввиду 
этого кислотный гидролиз белков сыворотки крови, а также шелка 
с выделением тирозина (см. ниже) удобнее проводить не в одно 
занятие, а в два, с тем чтобы гидролиз был закончен в перерыв 
между студенческими занятиями. Рекомендуется также иметь за- 
ранее приготовленный гидролизат, с которым можно закончить ра- 
боту в то же занятие. 
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1. Гидролиз белков сыворотки крови 


Приборы. 1. Небольшая колбочка с обратным 
5 Кой р 
. штатив с пробирками. 
Реактивы. 1. Сыворотка мы —. 
м Серная кислота, 25% раствор. 
3. Едкий натр, 10% раствор. 
4. Сернокислая медь, 1% раствор. 


Ход работы 


1. Наливают в небольшую колбочку, снабженную об- 
ратным холодильником, 2—3 мл сыворотки и добавляют 
15—20 мл раствора серной кислоты. 

2. Соединяют колбочку с холодильником, пускаютвнего 
воду и нагревают содержимое колбочки, время от времени 
проделывая биуретовую реакцию с частью предварительно 
нейтрализованного гидролизата. 

3. Продолжают кипячение содержимого колбы до полу- 
чения отрицательной биуретовой реакции. 


И. Кислотный гидролиз шелка и выделение тирозина 


Шелк почти полностью состоит из белков. Свыше по- 
ловины вещества шелка (около 53%) составляет белок 
фиброин. Последний содержит около 13% тирозина, т. е. 
очень богат этой аминокислотой. Шелк поэтому может 
служить хорошим объектом для получения из него ти- 
розина. 

Выделение тирозина производится путем гидролиза 
белка и осаждения свободного тирозина при нейтрализа- 
ции и охлаждении гидролизата. 

Приборы. 1. Круглодонная колба с обратным хо: ` 

лодильником. 
2. Химический стакан на 500 мл. 
3. Коническая колба на 500 мл. 
4. Воронка. 
5. Водяная баня. 
6. Микроскоп. 
7. Штатив с пробирками. 


ры 
1 Обратным холодильником может служить длинная стеклян- 
ная трубка, вертикально вставленная в пробку колбочки. 
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Реактивы, 1. Серная кислота, 25% "раствор. 

2. Едкий натр, 10% раствор. 

3. Сернокислая медь, 1% раствор. 

4. Животный уголь, тщательно измель- 

ченный. 

5. Гашеная известь в виде кашицы. 

6. Уксусная кислота, 10% раствор. 

7. Реактив Миллона (приготовление 

см. стр. 331, п. 46). 

8. Шелк (обычно в виде отходов про- 

изводства — шелковых очесов). 


Ход работы 


1. Помещают в круглодонную колбу 25 г шелка и 100 мл 
25% серной кислоты. 

2. Нагревают 1—2 часа содержимое колбы (до раство- 
рения шелка) на кипящей водяной бане, предварительно 
пустив ток воды в холодильник. Содержимое колбы необ- 
ходимо время от времени перемешивать. 

3. Переносят колбу на голый огонь (можно и с сеткой) 
и ведут гидролиз в продолжение 14—15 часов до полу- 
чения отрицательной биуретовой реакции. 

4. Гидролиз продолжают еще | час, затем нагревание 
прекращают и дают колбе остыть. 

5. Переливают полученный гидролизат в химический 
стакан на 500 мл и обесцвечивают животным углем. Для 
этого к гидролизату добавляют 1—2 г мелко истолченного 
угля, встряхивают около 5 минут и фильтруют через склад- 
чатый фильтр в коническую колбу. 

6. Переносят фильтрат опять в стакан и нейтрализуют 
добавлением гашеной извести до слабо щелочной реакции 
на лакмус. При этом, помимо нейтрализации, достигается 
удаление преобладающей части серной кислоты в виде 
плохо растворимого в воде сульфата кальция (Са$О)). 

7. Фильтруют содержимое стакана в коническую колбу, 
добавляя в случае необходимости немного горячей воды. 

8. Промывают осадок на фильтре небольшим количе- 
ством горячей воды, соединяя промывные воды с филь- 
тратом. 

9. Полученную жидкость вновь переносят в стакан и 
точно нейтрализуют на лакмус раствором уксусной кис- 
лоты. 
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10. Выпаривают содержи 
м 
до появления ры, на мы ее 
ть. мы ва рхности жидкости в виде 
‚ Охлаждают жидкость, кристалл :. 
Ы 

ни упаривают, а 
Е: лы тирозина имеют м. 
ея м ее они окрашены в желтоватый цвет 
в. рячей воде, кипятят с животным углем 
а ор фильтруют горячим. По охлажде- 
рата выпадают более чистые кристаллы тирозина. 


Рис. 2. Кристаллы тирозина. 


12. Помещают 1—2 кристаллика полученного тирозина 

в пробирку, растворяют в воде и с раствором проделывают 
сакцию Миллона. Наблюдают красное окрашивание. 

13. Микроскопируют полученные кристаллы тирозина. 

Под микроскопом они имеют вид блестящих игл, собранных 


в снопики или розетки (рис. 2). 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ АЗОТА АМИННЫХ ГРУПП МЕТОДОМ 
ФОРМОЛЬНОГО ТИТРОВАНИЯ 


ие свободных аминных групп белков, полипеп- 
кислот весьма важно для изучения состава и 
й молекулы и продуктов ее гидролиза. 

едить за ходом гидро- 
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Определен 
тидов и амино 


строения белково 
По нарастанию аминоазота можно сл 


| 
$ 


слот в организме. | 

Методом формольного титрования Сёренсена оттит. 
ровывают свободные карбоксильные 
группы аминокислот, связывая амин- 

ные группы формальдегидом. 
Аминокислоты содержат одновременно основную амин- 
ную и кислую карбоксильную группы. Они обладают 
амфотерными свойствами и В водных растворах обнаружи- 
вают нейтральную реакцию\. На основании этого считают, 
что в аминокислотах аминная и карбоксильная группы 
нейтрализуют друг друга. 
аким образом, аминокислоты в водных растворах об- 
ладают характером внутримолекулярных со- 


лей; следовательно, непосредственно титровать карбо- 
ксильные группы амин 


производные аминокислот; 
при этом аминогруппы теряют свои основные свойства: 


т В 


| 
НС— МН, ++ О = СЫв==> жа СН - НзО. 
| 
СООН СООН 


Карбоксильные вру ив В бмехи- 
ленаминокислотах сохраняются без 
изменения и в этом случае могут быть отти. 
трованы щелочью: 


1 В случае преобладания в аминокислотах аминогрупп реак- 
ция будет слабо щелочная (например, лизин), а при преобладании 
карбоксильных групп — слабокислая (например, глютаминовая 
кислота). 


К В 
| 
| 


| 
соон СООМа 


Количество титруемых при этом карбоксильных групп 
эквивалентно количеству связанных формальдегидом амин- 
ных групп. Таким образом, результат титрования указы- 
вает на содержание аминных групп. 

На этом свойстве. аминокислот вступать во взаимодей- 
ствие с формальдегидом и последующем титровании их ще- 
лочью и основано количественное определение свободных 
аминных групп по Сёренсену. 

Точка эквивалентности при титровании 
метиленаминокислот по этому методу имеет место при 
рН=9,0—9,5. Поэтому в качестве индикатора при титрова- 
нии лучше всего пользоваться тимолфталеином, который из- 
меняет свою окраску именно в этих пределах рН. Если же 
в качестве индикатора пользоваться фенолфталеином, как 
это обычно делают, то титровать нужно до яркокрасного 
окрашивания (рН = 9,1). Так как бывает трудно сразу 
точно оттитровать щелочью, не прилив избытка, то избы- 
ток щелочи оттитровывают кислотой (обратное титрование) 
и снова добавляют щелочи до нужного оттенка. При рас- 
чете учитывают все количество прилитой щелочи за выче- 
том кислоты. 

Метод формольного титрования довольно прост; однако 
следует помнить, что получаемые этим методом цифры не 
дают вполне точных данных о содержании азота аминогрупп. 
Пролин дает с формальдегидом нестойкое соединение и не- 
сколько снижает результаты определения; тирозин, наобо- 
рот, вследствие присутствия фенольной группы дает по- 

ые результаты. 

р о рРОВИеВНИ с этим методом можно воспользо- 

ором глицина. р 
ат достаточном количестве времени полезно опрехе- 
лить аминоазот на разных стадиях кислотного или фермен 

лиза белка. 

ОВ 1. Конические колбочки, 2 шт. 

о. Пипетка на 20 мл. 

3. Пипетка на 19 мл. 

4. Бюретки, 2 шт. 
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Реактивы. 1. Глицин, приблизительно 0] н 
твор". Раствор должен быть неё» Рае 
ным на лакмус. 

2. Едкий натр или едкий барий, не 
содержащий карбоната, 02’ 
раствор. 

3. Соляная кислота, 0,2 н. раствор. 

‘4. Формольная смесь (приготовление 
см. стр. 333, п. 62). 


быть нейтра м 


Н, 


Ход работы 2 


1. Наливают в небольшую колбочку 20 мл прокипячен- 
ной и охлажденной дестиллированной воды и 10 мл формоль- 
ной смеси (содержащей одновременно и индикатор). Эта 
колбочка служит контролем для сравнения с опытным 
раствором. 

2. В другую такую же колбочку отмеривают 20 мл ис- 
следуемого раствора с содержанием аминогрупп около 
0,1 н. Добавляют в нее 10 мл формольной смеси. 

3. Оттитровывают содержимое последней колбочки 
(опытный раствор) 0,2 н. щелочью до яркокрасной окраски. 

4. Добавляют в колбочку с контрольным раствором при- 
близительно половину количества 0,2 н. щелочи, пошедшего 
на титрование опытного раствора. 

5. Прибавляют к контрольному раствору 0,2 н. соляной 
кислоты до слаборозового окрашивания (рН = 8,3), затем 
прибавляют каплю 0,2 н. щелочи до появления красного 
окрашивания (рН=8,8); наконец, добавляют к контроль- 
ному раствору еще 2 капли щелочи до яркокрасного окраши- 
вания (рН = 9,1). Затем в опытный раствор прибавляют 
0,2 н. соляной кислоты до слаборозовой окраски и 0,2 н. 
щелочи до яркокрасного окрашивания, одинакового 
с контролем?. 


* Можно заменить гидролизатом белка или растворами других 
аминокислот с приблизительно такой же концентрацией амино- 
групп. . 

? Точные данные в этой работе, как и во многих других, могут 
быть получены только при совпадении результатов нескольких 
параллельных определений. Поэтому определение проводят обычно 
в_2—3 параллельных пробах и вычисляют среднюю величину. 

— 3 Наличие контрольной пробы позволяет получить более точ- 
ные результаты титрования. Добавление в нее избытка щелочи и 
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6. Произ 
ЕЕ И 
лочи, пошедшего на тит итров ще- 
зак объе прибавлвнной соляной хиты} вычет о 
и = БН на титрование 
Е 
ОНИ бол: иронию 


азота в миллиграммах в иссл 
едуемом растворе. Поясним из- 
ложенное конкретным примером. ы Е У 


Опытный раствор: 


Прибавлено: _ 9,25 мл 0,2 н. едкого натра 
: 0,20 мл 0,2 н. соляной кислоты 


9,05 мл 0,2 н. едкого натра. 
Контрольный раствор: 


Прибавлено: __5,17 мл 0,2 н. едкого натра 
4,91 мл 0,2 н. соляной Кислоты 


9,26 мл 0,2 н. едкого натра. 


На опытную пробу пошло 9,05 мл 0,2 н. едкого натра. 

На контроль пошло 0,26 мл 0,2 н. едкого натра. 

Истрачено: 9,05 мл— 0,26 мл = 8,79 мл 0,2 н. едкого 
натра. 

Таким образом, в 20 мл исследуемого раствора со- 
держится: 8,79 х2,8 = 24,61 мг аминного азота. 


—_—_А_—_— 


_._—д— 


обратное титровани 
емы опытной и КОНТ 
Прибавление не 
пробу и вторичное 
оттитровать опытную п 

ольной пробой. 
: Атомный ее азота равен 14. к А триша 

или мг В 

соответствует 14 Г азотав 1 Л к 
на 1 о заанйх щелочи). Отсюда 1 мл 0,2 н. раствора соответ 
ствует 2,8 мг азота, 


НУКЛЕОПРОТЕИДЫ 


Нуклеопротеиды представляют собой очень 
‘важный класс сложных белков. Эти соединения 
являются необходимой составной частью каждого живого 
организма, ткани или ‘клетки. Согласно исследованиям 
О. Б. Лепешинской, неклеточное живое вещество, способ- 
ное образовывать клетки, содержит нуклеопротеиды. 
Биологическая роль нуклеопротеидов тесно связана с 
процессами роста и морфогенеза. Особенно важной функцией 
нуклеопротеидов. является, повидимому, синтез белка. 
Быстро растущие органы и ткани (эмбриональные ткани, 
опухоли), а также органы, в которых интенсивно происхо- 
дят синтетические процессы (кроветворные органы, под- 
желудочная железа, половые и другие железы), содержат 
особенно много нуклеопротеидов. Очень богаты нуклео- 
протеидами бактерии и другие микроорганизмы, а вирусы 
почти полностью построены из этих соединений. 
` Нуклеопротеиды состоят из простых белков и сложных 
высокомолекулярных соединений — нуклеиновых 
кислот. Различают два типа нуклеиновых кислот: 
рибонуклеиновую и дезоксирибону- 
клеиновую. 
Прежде считали, что нуклеопротеиды (от латинского 
писеи$ — ядро) содержатся только в клеточных ядрах, 
причем рибонуклеиновая (дрожжевая нуклеиновая) кисло- 
та характерна для растений, а дезоксирибонуклеиновая 
(тимонуклеиновая) кислота — для животных. Теперь по- 
казано, что дезоксирибонуклеиновая кислота является со- 
-ставной частью клеточных ядер как животных, так и расте- 
ний, в то время как рибонуклеиновая кислота содержится 
в основном в цитоплазме клеток (особенно богаты ею мито- 
хондрии и микросомы). 

Химически нуклеиновые кислоты представляют собой 
полинуклеотиды, т. е. полимеры многих моно- 
нуклеотидов, из которых каждый состоит из остат- 
ков пуринового или пиримидинового осно. 
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вания, простого сахара 

И © 
рибонуклеиновой кислоты и 
за, а в качестве пу 


аденин, гуанин, ЦИТОЗИН И 
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Тимин 
1 В последнее время в составе дезоксирибонукленновой кис- 
лоты обнаружен в небольших количествах также 5-метилцит . 
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Гуаниловая кислота (мононуклеотид) 


Нуклеопротеиды растворимы в щелочной среде и осаж- 
даются кислотами: ядерные нуклеопротеиды осаждаются 
при малых концентрациях солей, но растворимы в крепких 
солевых растворах. ь =! 

Если нуклеопротеиды кипятить с разведенными`кисло- 
тами, то они подвергаются гидролитическому распаду — 
отщепляется и частично гидролизуется белок"; нуклеино- 
вые кислоты деполимеризуются, отщепляют пуриновые 
основания, моносахарид и фосфорную кислоту. Пиримиди- 
новые основания отщепляются только при глубоком гидро- 
лизе нуклеиновых кислот. 


+ ПОЛУЧЕНИЕ ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕОПРОТЕ ИДА 


Дезоксирибонуклеопротеиды являются 
главной составной частью клеточныхя дери могут 
быть названы также ядерными нуклеопротеидами. Полу- 
чить дезоксирибонуклеопротеид легче всего из тканей, 
богатых клеточными ядрами (лейкоциты, сперматозоиды, 
вилочковая железа, селезенка). Характерным свойством 
ядерных нуклеопротеидов является их способность образо- 
вывать очень вязкие растворы в крепких растворах солей 
(например, в молярном растворе хлористого натрия) и не- 
растворимость в разведенных солевых растворах. 

При осаждении из солевых растворов ядерные нуклео- 
протеиды выпадают в виде нитей. «Фосфористые белки», 
описанные еще в прошлом веке А. Я. Данилевским, являют- 
ся в основном дезоксирибонуклеопротеидами. Ядерные 
нуклеопротеиды составляют также главную часть так на. 
зываемых «структурных белков» различных тканей. 


1 Прежде считали, что в состав нуклеопротеидов входят только 
щелочные белки — гистоны и  протамины. Исследованиями 
А. Н. Белозерского показано, что нуклеопротеиды содержат белки 
обычного типа (с изоэлектрической точкой в кислой среде). 
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Приборы. 1. Ступка с пестиком. 


- Центрифуга. с б 
КИЙ. ф в. С большими пробир- 


Весы для уравновешивания центри- 


3. 
фужных пробирок с гильзами. 
4. Стакан на 300—400 мл. 
5. Цилиндр на 100 мл. 
6. Деревянная палочка с насечками. 
Реактивы. 1. Селезенка! (кролика или быка) 
2. Песок промытый и прокаленный, 
3. Хлористый натрий, | м. раствор. 


Ход работы 


1. 23 ‚Г селезенки тщательно растирают в ступке 
с щепоткой песка. 

2. Небольшими порциями добавляют в ступку 70—80 мл 
1 м. раствора хлористого натрия, тщательно растирая 
содержимое в течение 15—20 минут. 

3. Полученный очень вязкий раствор переносят в цен- 
трифужные пробирки, уравновешивают их и центрифуги- 
руют в течение 10—15 минут. Измеряют объем полученного 
центрифугата. 

4. Отмеривают шестикратный (по отношению к центри- 
фугату) объем воды, наливают его в стакан и, медленно 
вращая в нем деревянную палочку, вливают в воду центри- 
фугат. 

5. Наматывают на палочку образующиеся нити ядерного 
нуклеопротеида. Осторожно переносят их в другую про- 
бирку.и используют для реакции на дезоксирибонуклеи- 
новую кислоту. 


*РЕАКЦИЯ НА ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕИНОВУЮ КИСЛОТУ 


Дезоксирибонуклеиновая кислота дает ряд цветных 
реакций, по которым ее можно отличить от рибонуклеино- 
вой кислоты. Эти реакции обусловлены наличием в на 
ле ядерной нуклеиновой кислоты дезоксирибозы. ы 0 а 
ружения дезоксирибонуклеиновой кислоты а 
требительна реакция с дифениламином СёНь— — ы :. 
Дифениламиновый реактив Дает с дезоксирибозо 


1 Лучше брать вилочковую железу (тимус). 
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дезоксирибонуклеиновой кислотой син ее окрашивани 
Рибоза и рибонуклеиновая кислота дают еле о 
окраску. Ую 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Водяная баня. 
1. Дифениламиновый реактив' (приго. 
товление см. стр. 324, п. 15)., 
2. Едкий натр, 0,4% раствор. 


Ход работы 


1. Небольшое количество осадка дезоксирибонуклео- 
протеида переносят в пробирку и растворяют его в 
0,5—1 мл раствора едкого натра. 

2. Добавляют равный объем дифениламинового реак- 
тива (до растворения образующегося осадка) и ставят 


в кипящую водяную баню на 15—90 минут, Наблюдается 
синее окрашивание. 


Реак\тивы, 


ПОЛУЧЕНИЕ НУКЛЕОПРОТЕИДА ИЗ ДРОЖЖЕЙ 


Дрожжи богаты нуклеопротеидами (главным образом 


рибозного типа). Нуклеопротеид можно извлечь из разру- 
шенных дрожжевых клеток при щелочной реакции раствора 
и осадить при его подкислении. 


Приборы. 1. Ступка с пестиком. 
2. Стаканчик или колбочка 
50—100 мл. 
3. Цилиндр на 100 мл. 
4. Центрифуга с большими пробир- 
ками". 
5. Весы для уравновешивания цен- 


трифужных пробирок с гильзами. 
6. Пипетка. 


7. Стеклянная палочка. 
Реактивы. 1. Прессованные дрожжи. 

2. Диэтиловый эфир. 

3. Песок промытый и прокаленный, 

4. Едкий натр, 0,4% раствор. 

5. Уксусная кислота, 5% раствор. 


на 


1 Центрифугирование можно заменить фильтрованием. 
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Ход работы 
1. 5—10 г дрожжей поме 


щают в ступку и смач 
10—15 каплями эфира (для ре 
ток) и таким же количеством воды. Добавляют щепотку 
песка и тщательно растирают содержимое ступки. 

2. Приливают в ступку 30—50 мл раствора едкого натра 
и продолжают растирание в течение 15—20 минут. 

3. Переливают содержимое ступки в центрифужные 
пробирки, уравновешивают их и центрифугируют". 

4. Центрифугат сливают в стаканчик и, непрерывно по- 
мешивая палочкой, приливают из пипетки раствор уксус- 
ной кислоты (12—15 мл) до полного осаждения нуклеопро- 
теида. 

5. Осадок нуклеопротеида собирают при помощи цен- 
трифугирования! и используют для гидролиза (см. следую- 
щее занятие). 


ГИДРОЛИЗ НУКЛЕОПРОТЕИДА 


Частичный гидролиз нуклеопротеидов можно осуще- 
ствить путем кипячения с 5% серной кислотой в течение 
часа. При этом прежде всего происходит расщепление на 
белок и нуклеиновую кислоту. Нуклеиновая кислота далее 
распадается на отдельные нуклеотиды и отщепляет в пер- 
вую очередь пуриновые основания (аденин и гуанин) и фос- 
форную кислоту. Белок также подвергается за это время 
частичному гидролизу. 

Продукты расщепления  нуклеопротеидов, а также и 
пентозу, которая частично отщепляется в свободном виде, 
можно обнаружить при помощи специальных реакций. 

Пуриновые основания открывают по образованию осадка 
серебряных солей, фосфорную кислоту — по реакции с мо- 
либденовокислым аммонием, а пентозу — по характерным 
реакциям с орцином и флороглюцином. 

Приборы. 1. Штатив © пробирками. 

9. Колбочка с пробкой, снабженной 
длинной стеклянной трубкой, слу- 
жащей обратным холодильником. 

3. Воронка с фильтром. 

Реактивы. 1. Серная кислота, 5% раствор. 

9. Едкий натр, 10% раствор. 
3. Медь’ сернокислая, 1% раствор. 


1 См. сноску на стр. 46. 
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. Реактив Миллона ( 
стр. 331, п. 46). 
. Орциновый реактив 
см. стр. 327, п. 29). 


4 приготовление сц. 
5 
6. Флороглюцин, 0,2% 
7 
8 
9 


(приготовлениь 


к Раствор в 
30% соляной кислоте. ы 


. Аммиак, концентрир. раствор. 
. Аммиачный раствор серебра (при. 
готовление см. стр. 322, п. 4). 
. Раствор молибденовокислого аммо- 
ния в азотной кислоте (приготовле- 
| ние см. стр. 325, п. 20). 
Я 10. Магнезиальная смесь (приготовле- 
ние см. стр. 325, п. 19). 
Ход работы 


1. Нуклеопротеид, полученный из дрожжей, переносят 
в колбочку для гидролиза и добавляют туда 15—20 мл 
раствора серной кислоты. 

2. Закрывают колбочку пробкой с обратным холодиль- 
ником и осторожно кипятят содержимое в течение часа. 

3. Гидролизат после охлаждения отфильтровывают. 

4. Проделывают с гидролизатом реакции на бе- 
лок: биуретовую и миллонову (см. стр. 9и 14). 

5. Далее производят реакции на пентозу с орци- 
ном и с флороглюцином (см. стр. 135)1. 

6. Производят пробу на пуриновые основа- 
ния. Для этого к 1—2 мл гидролизата приливают 5—6 
капель раствора аммиака до щелочной реакции на лакмус 
и добавляют около 0,5 мл аммиачного раствора серебра. 
Образуется хлопьевидный осадок серебряных солей пури- 
новых оснований, который постепенно осаждается на дно. 

7. Открывают фосфорную кислоту. К 1—2 мл 
гидролизата добавляют равный объем раствора молибде- 
новокислого аммония в азотной кислоте и нагревают. Об- 
разуется желтый осадок фосфорномолибденовокислого 
аммония. а 

В другой пробирке около 1 мл гидролизата нейтра- 
лизуют концентрированным раствором аммиака и добав- 
ляют около | мл магнезиальной смеси. Выпадает белый 
кристаллический осадок фосфорнокислого магнии-аммония. 


:. Присутствие моносахарида можно открыть также реак- 
цией Троммера (см. стр. 131). 
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ФЕРМЕНТЫ 


Ферменты, или: ых : 

Е ВАСЯ нЕНХ т 

и клетках. Подавляю- 

НИ ды а 
, дыхание), происходящих в тканях 
ры организма, протекает под действием фермен- 

Можно сказать, что жизнедеятельность в той или иной 
мере зависит от содержания и активности ферментов в орга- 
низме. Изучение ферментов поэтому является важнейшей 
проблемой биохимии. 

Многие ферменты находят применение в ряде отраслей 
промышленности (хлебопечение, виноделие,  сыроделие 
И): Е 

Ферменты представляют собой вещества белко- 
вой природы. Многие из них содержат и небелковый 
компонент, образуя сложный белок (дегидразы, оксидазы 
и др.). Ряд ферментов получен теперь в кристал ли- 
ческом виде (пепсин, трипсин, уреаза, каталаза, ами- 
лаза и др.). 

Являясь ‘белками, ферменты проявляют свою высокую 
каталитическую активность в коллоидном состоя" 
нии. 

Многие ферменты образуются тканями В недея- 
тельном состояниив виде предшественников фер- 
ментов (проферментов, или зимогенов) и пере- 
ходят в собственно ферменты под действием специальных 
активаторов. Так, И. П. Павловым было показано, 
что пепсиноген переходит в активный пепсин под действием 
соляной кислоты желудочного сока, поджелудочная ли- 
паза активируется желчью, а неактивный трипсиноген пере- 
ходит в активный трипсин под действием особого «фермента 


= 


разработаны 
1 Вопросы 


технической |* биохимии [подробно 
А. И. Опариным и его сотрудниками. 
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ферментов» —энтерокиназы, открытой в лабора 
тории И. П. Павлова Н. П. Шеповальниковым. ь 

Важнейшие свойства ферментов: потеря активности (ин. 
активация) при нагревании, ярко выраженная зависимость 
активности от концентрации водородных ионов, специфич. 
ность действия на субстрат. 

Существенным и часто характерным’ для данного ЭН: 
зима является отношение его к сопутствующим 
веществам, усиливающим или замедляющим его дей. 
ствие. 

Химических знаний о строении энзимов пока недостаточ. 
но для рациональной их систематики. Поэтому ферменты 
классифицируют по их действию. 

Название фермента обычно производят от субстрата, 
на который он действует, или от химической реакции, 
которую он ускоряет, с добавлением окончания ‹аза». 
Так, например, протеиназами называют ферменты, катали- 
зирующие распад белков; гидролазами называют все фер- 


менты, способствующие гидролизу любых сложных ве- 
ществ. 


ГИДРОЛИЗ КРАХМАЛА 


Простым и наглядным примером, демонстрирующим 
действие ферментов и некоторые их свойства, является 
гидролиз крахмала под действием амилазы слюны. По- 
этому, прежде чем перейти к изучению главнейших свойств 
ферментов на этом объекте, необходимо остановиться на 
гидролизе крахмала. 

Крахмал (С.Н, О,)„ является одним из важнейших 
углеводов и содержится в значительных количествах в та- 
ких продуктах питания, как мучные изделия, крупы, кар- 
тофель и т. п.. 

В пищеварительном канале крахмал подвергается рас- 
паду доглюкозы, которая и всасывается в кровь из 
кишечника. 

Под влиянием фермента слюны амилазы крахмал гид- 
ролизуется до дисахарида мальтозы. Молекула крах- 
мала при гидролизе распадается постепенно, проходя через 
стадии декстринов. 

Крахмал является высокомолекулярным 
полисахаридом и практически не имеет свободных 
альдегидных групп, так как связь между остатками глю- 
козы в молекуле крахмала осуществляется через первый 
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и четвертый (и частично через шестой) атомы 

козы. Из-за отсутствия свободных А. глю- 
крахмал не дает ни реакции Троммера, ни Ре Е групп 
говой жидкостью (см. стр. 131 и 132)1. с фелин- 

Продукты расщепления крахмала, близкие к М 
мальтоза и глюкоза, как имеющие свободные аль 
группы, дают положительную 
цию с фелинговой жидкостью. 

Крахмал, растворимый крахмал и более близкие к крах- 
малу декстрины дают синее окрашивание с ио- 
дом; декстрины, являющиеся продуктами дальнейшего 
расщепления крахмала, дают краснобурое окраши- 
вание; продукты расщепления крахмала, близкие 
к мальтозе, и мальтоза не даютокрашивания. 

Раствор крахмала опалесцирует (представляется 
слегка мутноватым) вследствие своего коллоидного состоя- 
ния; раствор же гидролизата крахмала такой опалесценции 
не имеет. 

Для демонстрации гидролиза крахмала с помощью 
ферментов удобно воспользоваться слюной, которая содер- 
жит амилазу. Кроме амилазы, слюна содержит также не- 
болышое количество мальтазы (расщепляет мальтозу до 
глюкозы). 

Прибавляя к раствору крахмала немного слюны, можно 
перевести крахмал сначала в так называемый растворимый 
крахмал, затем в декстрины и, наконец, в мальтозу. Часть 
мальтозы под влиянием мальтазы превращается в глюкозу 
по уравнению: 


СизН2Оп + Н›О = 2С6НазОв. 


альтозе, 


дегидные 
реакцию ‚Троммера и реак- 


Таким образом, наличие довольно а Пе 
крахмала можно определить с помощью и вор 
реакций Троммера и с фелинговой ее ое 

Гидролиз крахмала можно провести т 


Й ‚ический 
нием с серной кислотой и 
катализатор), что в итоге также дает пр 


крахмала в глюкозу. 


идов крахмала 
лах полисахар 
1 В действительности в чет пе на сотни и даже тысячи 


Ра Я и х 
содержится по одной ни 20 "РУ обнаруживается при назван 
глюкозных остатков, Что» ’ 


ных реакциях. 4* 51 


Если теперь сравнить эти два способа гидролиза крахмала 
(с помощью ферментов и с помощью серной КИСлотЬ), то 
следует отметить их характерные особенности: 

1. Ферментативные реакции лучше всего идут п 
относительно невысокой (около 40°) тем. 
пературье, а высокая температура (как это будет из. 
ложено дальше) даже остановит реакцию. Реакции с по- 
мощью неорганического катализатора, наоборот, обычно 
ускоряются с повышением температуры. 

2. Действие фермента гораздо более 
специфично. Амилаза расщепляет только крахмал 
и близкие к нему полисахариды (например, гликоген) до 
стадии мальтозы. Кислота (неорганический катализатор) 
вызывает гидролиз крахмала до глюкозы и катализирует 
также гидролиз других соединений (например, белков), 

3. Ферменты очень чувствительны к кон. 
центрации водородных ионов и к ряду со- 
путствующих веществ. Пределы чувствительности неорга- 
нических катализаторов значительно шире. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Воронка с фильтром. 

3. Стеклянные палочки. 

4. Стеклянная пластинка. 

5. Водяная баня. 

6. Термометр. 

7. Стаканчик. 

1. Разбавленная слюна: ополаскивают 
рот дестиллированной водой и тем 
очищают его от остатков пищи; на- 
бирают новую порцию дестиллирован- 
ной воды в рот и держат ее во рту 
в течение 1—2 минут, смешивая со 
слюной; жидкость выпускают в ста- 
канчик и профильтровывают в про- 
бирку. 

. Раствор иода в иодистом калии 

(приготовление см. стр. 399, п. 39). 

. Крахмал, 1% раствор в воде, содер- 

жащей -0,3% хлористого натрия1, 

свежеприготовленный. 


Реактивы. 


* Хлористый натрий в разбавленных растворах ускоряет дей- 
ствие амилазы на крахмал (является активатором). 
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4. Едкий натр, 10% раствор. 

5. Серная кислота, 10% раство 

6. Сернокислая мель, 5% БО 

7. Фелингова жидкость (приготовле- 
ние см. стр. 333, п. 59). 


Ход работы 
`Т. Ферментативный гидролиз крахмала 


1. Наносят на стеклянную пластинку, под которую под- 
ложен лист белой бумаги, ряд капель (отдельных) раствора 
иода. 

9. Наливают в пробирку около 5 мл раствора крахмала 
и около 3 мл дестиллированной воды (контрольный опыт). 
В другую пробирку наливают около 5 мл раствора крахмала 
и около 3 мл разбавленной слюны. 

3. Встряхивают обе пробирки, ставят их в водяную 
баню при 37° и помещают в них но стеклянной палочке. 

4. Время от времени берут стеклянными палочками из 
каждой пробирки капли жидкости и наносят их на капли 
раствора иода. 

Сначала синее окрашивание будет появляться от капель, 

взятых из обеих пробирок; затем из пробирки, где есть 
амилаза, капля начнет давать с иодом краснобурый от- 
тенок. Скоро отмечают, что капли жидкости из пробирки 
со слюной окрашивания более не дают; капли же, взятые 
из контрольного опыта, все время дают синее окраши- 
вание. Е 
5. Наблюдают наличие опалесценции в контрольной 
пробирке (без слюны) и отсутствие опалесценции во второй 
пробирке (со слюной). | 

- 6. се #4 Ой с 1—2 мл же я 
дой прсбирки реакцию Троммера (см. стр. 131). и 
жимым контрольной пробирки (без а рии 
отрицательная, с содержимым второй пробирки 

ной) — положительная. о 


мо 
проделывают с частью содержи 
п жидкостью (см. стр. 132). 


пробирок реакцию © фелинговой 

ДИ в, 1—2 мл исследуемой жидкости г ты 

1 мл фелинговой жидкости И вы =. аа. 5 
ельная, ср 

мала реакция будет отрицат , 

та НИ (со слюной) — положительная, т. е. образуется 


красный осадок закиси еди. : < 


П. Кислотный гидролиз крахмала 


1. Наливают в небольшой стаканчик около 15 мл 
раствора крахмала (обратить внимание на опалесценцию 
раствора) и около 5 мл 10% серной кислоты. 

2. Кипятят жидкость минут десять, добавляя по мере 
выкипания дестиллированную воду. 

3. Охлаждают содержимое стаканчика (обратить внима- 
ние на отсутствие опалесценции раствора) и нейтрализуют 
раствором щелочи. > 

4. Отдельно проделывают с частью нейтрализованного 

изата реакцию Троммера (см. стр. 131) и реакцию 
с фелинговой жидкостью (см. стр. 132). Обе реакции будут 
положительными. - 


ТЕРМОЛАБИЛЬНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ 
При низкой температуре ферментативные 


яния, в котором находится фер- 
мент, температурная устойчивость его не одинакова. Так, 
сухие препараты некоторых ферментов выдерживают нагре- 
вание даже до 100° без заметной потери своей активности. 
В растворе же эти ферменты при 100° целиком теряют свою 
каталитическую активность. 

Низкие температуры не инактиви- 
руют ферментов. Как правило, они лишь замедляют 
или останавливают их действие. 

Влияние температуры на активность ферментов легко 
можно проследить на примерах действия на крахмал фер- 
ментов слюны и действия на молоко сычужного 
фермента!1. 

1 `Препаратсычужного фермента получается путем экстрак- 
ции высушенных желудков молодых телят. В желудке взрослых 


животных, а также человека сычужный фермент (химозин) отсут- 
ствует и свертывание молока осуществляется пепсином (см. стр. 310). 
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Приборы. 


1. Штатив с пробирками. 


2. Водяная баня. 

3. Термометр. 

4. Стакан со льдом или снегом. 

1. Раствор иода в иодистом калии (при- 
готовление см. стр. 329, п. 39). 
Крахмал, 1% раствор в воде, 
содержащей 0,3% хлористого на- 
трия, свежеприготовленный. 

. Едкий натр, 10% раствор. 

. Сернокислая медь, 5% раствор. 
Фелингова жидкость (приготовление 
см. стр. 333, п: 59). 

. Разбавленная слюна. 

Сычужный фермент, 0,1% раствор 
в 0,9% растворе хлористого на- 
трия. 

8. Молоко, сырое, охлажденное. 


Реактивы. 


Ход работы 
1. Влияние температуры на активность амилазы слюны 


1. Наливают в 2 пробирки приблизительно по 5 мл 
раствора крахмала. В одну из них добавляют около | мл 
разбавленной слюны, которая должна быть предварительно 
тшательно прокипячена. В другую пробирку добавляют 
около 1 мл некипяченой разбавленной слюны. 

2. Перемешивают содержимое и ставят обе пробирки 
в водяную баню при 87° на 10 минут. 

3. Убеждаются с помошью раствора иода и реакции 
Троммера (или реакции с фелинговой жидкостью) в Том, 
что гидролиз крахмала в пробирке спрокипяченной слюной 
не произошел, так как фермент в ней разрушил ся, но имел 
место в пробирке с непрокипяченной слюной. 


||. Влияние температуры на активность 
сычужного фермента 


1. В три пробирки наливают по 1—2 мл раствора сычуж- 


ного фермента. й 
2 ЕН кипятят содержимое одной пробирки 
(№ 1) Затем все три пробирки ставят в холодную воду. 
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3. Приливают в каждую пробирку по 2—3 мл Молока 
перемешивают и быстро ставят одну пробирку (№ 2) вле 
ную воду, а две другие (в том числе с прокипяченным фер. 
ментом) в водяную баню при 38—40°. 

4. Через некоторое время (в зависимости от актив. 
ности фермента, обычно через 8—10 минут) молоко 
свертывается в пробирке с непрокипяченным ферментом 
(№ 3) ине свертывается в пробирке с прокипяченным 
ферментом (№ 1). 

Следует убедиться в том, что в пробирке № 2, помещен- 
ной в ледяную воду, имело место не разрушение 
фермента, а лишь замедление его действия под влиянием 
низкой температуры. Для этого пробирку вынимают из 
ледяной воды и наблюдают отсутствие свертывания молока. 
Затем ставят ее в водяную баню при 38—40° и наблюдают 
свертывание молока. 


СПЕЦИФИЧНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ 


Ферменты обладают специфичностью действия, т, в. 
каждый фермент действует только на одно вещество или на 
группу сходных веществ. Так, например, амилаза гидроли- 
зует крахмал, а липаза—жиры. Несмотря на то, что и в том, 
и в другом случае мы имеем дело с процессами гидролиза, 
липаза не может заменить амилазу, и наоборот. 

В указанных выше случаях специфичность ограничи- 
вается определенной группой веществ. Однако имеется еще 
более высокая степень специфичности, когда фермент, рас- 
щепляя только один оптический изомер, оставляет без из- 
менения другой. 

Специфичность действия фермента на данный субстрат 
зависит от наличия определенных химиче- 
ских групп и конфигурации субстрата. 

В качестве объектов исследования специфичности фер- 
ментов удобно взять ферменты слюны (амилазу и маль: 
тазу) и сахаразу, а в качестве субстратов — соот- 
ветственно крахмал и сахарозу. 

Под действием ферментов слюны, как мы видели, 
крахмал легко гидролизуется до мальтозы и частично до 
глюкозы, которые, имея свободные альдегидные группы, 
дают положительные реакции Троммера и с фелинговым 
реактивом. 

Молекула сахарозы состоит из остатков молекул 


глюкозы и фруктозы. 
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Сахароза не имеет свободных альдегидных или кетонных 
групп и не дает реакций восстановления металлов 
(см. стр. 128). Эти реакции оказываются отрицательными и 
после действия на сахарозу ферментов слюны, т. е. сахароза 
под влиянием амилазы и мальтазы не распадается на глю- 
козу и фруктозу. 

Иная картина наблюдается, если вместо ферментов слю- 
ны взять фермент сахаразу (инвертазу). В этих условиях 
крахмал уже гидролизоваться не будет, и пссле действия 
на него сахаразы реакция Троммера и реакция с фелинго- 
вой жидкостью останутся отрицательными. Сахароза же 
под влиянием инвертазы распадается на глюкозу и фрук- 
тозу и полученный гидролизат даст положительные реак- 
ции восстановления металлов за счет появления свобод- 
ных карбонильных групп. 

Пр ‚ боры. 1. Итатив с пробирками. 

о. Водяная баня. 
т. Ва 9% раствор 
. Сахароза, 2% . 
Реактивы. е: ОВ, 1% раствор в ож, — 
держащей. 0,3%  хлористо 
трия, свежеприготовленный. 
3. Разбавленная слюна. 
4. Раствор сахаразы 
см. стр. 330, п. 42). 


(приготовление 
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5. Едкий натр, 10% раствор. 
6. Сернокислая медь, 5% Раствор, 
7. Фелингова жидкость (приготов. 

ление см. стр. 333, п. 59) 


Г. Специфичность амилазы 


1. Испытывают раствор сахарозы с помощью реакции 
Троммеря или реакции с фелинговой жидкостью. Реакции, 
если препарат сахарозы чист, будут отрицательными. 

2. Наливают в одну пробирку 4—5 мл раствора крах- 
мала, а в другую 4—5 мл раствора сахарозы. 

3. Добавляют в обе пробирки приблизительно по | мл 
разбавленной слюны и, перемешав содержимое каждой 
пробирки, ставят их в водяную баню при 37°. 

4. Исследуют минут через десять содержимое обеих 
пробирок с помошью реакции Троммера или реакции с фе- 
линговой жидкостью и убеждаются в гидролизе крахмала 
и в отсутствии гидролиза сахарозы. 


П. Специфичность сахаразы 


1. В одну пробирку наливают 4—5 мл раствора крах- 
мала, в другую 4—5 мл раствора сахарозы. 

2. Лобавляют в обе пробирки приблизительно по 1 мл 
раствора сахаразы и, перемешав содержимое- каждой про- 
бирки, ставят их минут на десять в водяную баню при 37°. 

3. В обеих пробирках проделывают реакции Троммера 
или с фелинговой жидкостью и убеждаются в отсутствии 
гидролиза крахмала и в гидролизе сахарозы. 


ВЛИЯНИЕ рН НА ДЕЙСТВИЕ ФЕРМЕНТОВ 


Ферменты очень чувствительны к изменению кислот- 
ности среды, в которой они действуют. Так, пепсин гидро- 
лизует белки только в кислой среде. Трипсин, наобо- 
рот, катализирует гидролиз только в слабо щелочной 
среде. 

Можно считать, что для каждого фермента имеется опре- 
деленная оптимальная концентрация водородных ионов, 
при которой он наиболее активен. Изменение активной 
кислотности среды в ту или другую сторону от оптимума рН 
вызывает понижение активности фермента. 
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Влияние рН на действие 
стрировать на примере действ 
мал. Активность амилазы сл 
нейтральной реакции (рН = 
тами, так и щелочами. 


ферментов можно проиллю- 
ия амилазы слюны на крах- 
юны выше всего при почти 
6,8) и подавляется как кисло- 


1. Влияние реакции среды на действие ферментов 
Приборы. 1. Пинетка на 10 мл с делениями. 
` 2. Две пипетки на 1 мл. 
3. Штатив с пробирками. 
4. Бюретка. 
5. Водяная баня. 
6. Термометр. 
Реактивы. 1. Соляная кислота, 0,2% раствор. 
2. Сода оуглекислая, 1% раствор. 
3. Крахмал, 1% раствор, свеже- 
приготовленный. 
4. Слюна, разведенная в десять раз 
дестиллированной водой. 
5. Раствор иода в иодистом калии 
(приготовление см. стр. 329, 
п. 39). 


Ход работы 


1. Наливают пипеткой в 8 пронумерованных пробирок 
по 1 мл дестиллированной воды. 

2. В первую пробирку отмеривают 1 мл раствора соля- 
ной кислоты. 

3. Перемешивают жидкость первой пробирки при по- 
мощи троекратного втягивания пипеткой и последующего 
выпускания содержимого ‚пробирки из пипетки, а затем 
переносят 1 мл полученной смеси из первой пробирки во 
АУ Перемешивают таким же образом содержимое то 
пробирки и переносят 1 мл полученной смеси = м 
пробирки в третью и т. Д. Из восьмой пробирки | мл о 
как излишний выливают и, таким образом, р" р е 
личное разведение соляной кислоты во всех р 


ирках. 
. : Наливают во все пробирки из бюретки по 2 мл 
раствора крахмала и из пипетки по 1 мл разведенной 


в 10 раз свежей слюны. ю 


И 


6. Перемешивают встряхиванием содержимое проби. 
рок и ставят их в водяную баню при 37°. 

7. Вынимают через 15 минут пробирки из бани, охлаж- 
дают их в холодной воде, добавляют в каждую пробирку 
по 2—Зкапли раствора иода и перемешивают содержимое, 

8. Определяют, при какой концентрации кислоты про- 
исходит расщепление крахмала. 

Аналогичный опыт проделывают с раствором соды, 
беря ее вместо соляной кислоты. 


П. Определение оптимума рН действия амилазы 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Микробюретки, 2 шт. 
3. Пипетка на 10 мл с делениями. 
Реактивы. 1. Крахмал, 0,5% раствор в воде, со- 
держащей 0,3% хлористого на- 
трия, свежеприготовленный. 
2. Свежая слюна, разведенная де- 
стиллированной водой в 250 раз. 
3. Раствор иода в иодистом калии 
(приготовление см. стр. 329, п. 39). 
4. Фосфорнокислый натрий, — двуза- 
мещенный, 0,2 м. раствор. 
5. Лимонная кислота, 0,1 м. раствор. 


Ход работы 


1. Приготовляют по 2,5 мл буферных растворов различ- 
ных РН, от 5 до 8. Для этого в 8 пробирок наливают из 
микробюреток следующие количества 0,2 м. раствора 
фосфата натрия и 0,1 м. раствора лимонной кислоты. 


0,2 м. раствор!/0,1 м. раствор 
№ пробирки | Ма, НРО, лимонной РН 
в мл кислоты в мл 
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2. В каждую проби 
крахмала и по 25 5 мл раствора 
› Разведенной 


‚ Начиная 
вные (полминуты) промежутки 


каждой п 
ния слюны тщательно еее оь прибавле- 
15—20 минут. яют стоять на 

3. По прошествии 15—90 минут бе 
минуту пробы (несколько капель) 
переносят их в пробирки с 1—9 к 
Вначале обычно получается сине 
фиолетовое, фиолетово-красное и 

4. Когда содержимое пятой пробирки будет давать 
краснобурое окрашивание, через 1—2 минуты приливают 
во все пробирки по 2—3 капли раствора иода и взбал- 
тывают. Приливание раствора иода ведут, начиная с пер- 
вой пробирки, через равные промежутки времени (полми- 
нуты). 

На основании полученной окраски можно судить 
о степени расщепления крахмала в зависимости от рН. Там, 
где получилась слабожелтая окраска, крахмал расщепился 
полностью и, следовательно, рН был оптимальным; там, 
где окраска краснобурая, крахмал расщепился в меньшей 
степени, значит, рН был менее благоприятным для действия 
амилазы. Фиолетово-красное, фиолетовое и, наконец, си- 
нее окрашивание указывает соответственно на еще ВЕ 
степень расщепления крахмала и демонстрирует влияние р 
на действие амилазы. 


рут через каждую 
из пятой пробирки и 
аплями раствора иода. 
е окрашивание, затем 
краснобурое. 


КАЧЕСТВЕННАЯ РЕАКЦИЯ НА УРЕАЗУ 
Уреаза — фермент, гидролизующий мочевину по урав- 
нению: 


(00) (МН.)2 -- Н,О > СО - 2МНз. 
много 
Уреаза содержится в некоторых бактериях, 
уреазы в бобах сои. 
При стоянии мочи в Н ` 
жащие уреазу, от действия ке» 
выделять аммиак, и моча стано 
я я коли- 
= р бобов можно жа зе еее 
чевины . д 
чественного определения мо _ 


ей развиваются бактерии, и 
рой мочевина начинае 
щелочной (аммиачное 


зующийся из’ мочевины аммиак поглощают в отмеренный 
объем титрованной кислоты. Так как две молекулы аммиака 
соответствуют одной молекуле мочевины, то по количеств 
выделенного аммиака можно установить количество моче. 
вины в исследуемой моче. 
Уреаза является очень устойчивым ферментом и активна 
в довольно широких пределах рН. Оптимум ее действия на- 
ходится близко к нейтральной среде. 
Приборы. Платив с пробирками. 
Реактивы. 1. Мочевина, 2% раствор (или моча). 
2. Соевая мука. 
3. Фенолфталеин, 0,1% раствор 
в спирте. 


Ход работы 


1. Наливают в пробирку 2—3 мл раствора мочевины 
или мочи и добавляют при помешивании около 0,5 г соевой 
муки. - 

2. Наблюдают (можно при комнатной температуре) 
через несколько минут выделение аммиака, что узнается по 
запаху и по покраснению содержимого пробирки от при- 
бавления в нее нескольких капель фенолфталеина. 


КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА ОКСИДАЗЫ 


Оксидазы — ферменты, катализирующие окисление 
субстрата свободным кислородом. 

К числу наиболее типичных оксидаз следует отнести 
тирозиназу. Окисление под действием этого фермента при- 
водит к превращению тирозина в темно окрашенные ве- 
щества, родственные естественным пигментам (меланинам) 
кожи, волос и т. д. 

Превращение под влиянием тирозиназы тирозина и дру- 
гих производных фенола в меланиноподобные вещества 
идет в три стадии: 

1. Окисление с образованием пигмента, окрашенного 
в красный цвет. 

2. Обесцвечивание полученного пигмента. 

3. Окисление кислородом воздуха образовавшегося ве- 
щества в меланиноподобное вещество. 

Первая стадия превращения нуждается в наличии фер- 
мента; вторая и третья не нуждаются в этом, так как пред- 
ставляют собой неферментативные реакции. 
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Ферментативная 
стадия процесс 
жена следующим образом: роцесса может быть изобра- 


СН-СООН 
7 
МН» 


Диоксифенил- 
аланин 


Тирозин 


В СН: 


—_— 


МН 


Красный пигмент 


Тирозиназа содержится в свежих грибах, картофеле 
(внешние слои картофельного клубня), в сахарной свекле, 
злаках и других объектах. 

Оптимум действия тирозиназы находится в слабо ще- 
лочной среде. : 

С помощью оксидаз типа тирозиназы можно осучест- 
вить окисление гваяковой смоляной кислоты, находя- 
шейся в гваяковой смоле, в озонид, что сопровождается по- 
явлением синего окрашивания. 

К оксидазам относится также фермент, окисляющий цито- 
хром за счет кислорода воздуха — цитохромок сидаза. 
Этот фермент является важнейшим звеном кислородного 
дыхания почти всех живых тканей. Цитохромоксидаза 
прочно связана с водонерастворимой структурой мышцы. 
В состав цитохромоксидазы входит железосоде ржа- 
шая группировка геминового типа. 
Прежде, когда дыхательные процессы еще не были доста- 
точно` ея Охр называли дыхатель- 

ентом Ба га. 
ме океидаза катализирует образование индофе- 
НОЛОВОЙ СИНИ ИЗ парафенилендиамина и «-нафтола (реактив 
«Нади»). 
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Так как эта реакция получила широкое распространение 
при исследовании дыхательного фермента, то цитохром- 
оксидазу нередко называют также «и ндо фенолокси- 
дазо й». 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Ступка с пестиком. 
3. Нож. 
4. Воронка. 
5. Водяная баня. 
6. Термометр. 
7. Фильтровальная бумага. 
8. Пипетка. 
Реакгивае Картофельный клубень, сырой. 
2. Картофельный клубень, вареный. 
. Раствор  тирозина (приготовление 
см. стр 330, п. 43). 
4. Гваяковая смола, спиртовой 


раствор (приготовление см. стр. 
322, п. 10). 


. Мышечная кашица, отмытая 
(приготовление см. стр. 326, п. 23). 

6. Реактив «Нади» (приготовление 
см. стр. ЗЗ1, п. 47). 


Ход работы 
Тирозиназа 
1. 1. Чистый сырой картофельный клубень очищают 


вожом от кожуры. Верхние слои клубня кусочками наре- 
зают в ступку. 


2. Добавляют около Ю мл дестилли й 
и содержимое ступки и т Е: 
. Наливаю } 
Е ге в. пробирку 2—3 мл раствора тирози 
д мл отфильтрованной ВОДНОЙ ВЫТ — 
картофеля, встряхивают и ставят проб ИС 
а робирку в водяную 


4. Время от времени вст 


-красной, 
1—2 часа), переходит 


Ш, № На срез сырого картофеля наносят каплю рас- 
твора гваяковой смолы. Происходит посинение, более ин- 
тенсивное у краев среза клубня, около кожуры. 

2. Наносят каплю раствора гваяковой смолы на срез 
вареного картофеля. Посинения не происходит, так как 
в вареном картофеле оксидазы, как и другие ферменты, 
инактивированы нагреванием при варке. 


Цитохромоксидаза 


1. Складывают кусок фильтровальной бумаги в 
3—4 слоя. 

2. Около 1 г мышечной кашицы растирают в ступке 
с 10—15 мл воды. Воду осторожно сливают, а кусочек от- 
мытой мышцы переносят на фильтровальную бумагу. 

3. Для контроля такую же порцию мышечной кашицы 
промывают кипящей водой, инактивируя таким образом 
цитохромоксидазу. Кусочек мыпщы, отмытой горячей во- 
дой, также помещают на фильтровальную бумагу. 

4. Наносят на каждую пробу мышечной кашицы по 
2—3 капли реактива «Нади». На мышце, отмытой холодной 
водой, появляется сине-фиолетовое окрашивание (индофе- 


ноловая синь). 


КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА ПЕРОКСИДАЗУ 


ы — ферменты, вызывающие окисле- 

ние ряда веществ за счет кислорода м А: к 

других перекисей. Пероксидазы содержат 

тельных, так и в животных организмах. ЕВА 
Реакциями на присутствие пероксидаз т ее 

акция окисления растворимого в воде пир Е 


Пероксидаз 


5 Практикум по биологической химии 


в бурый нерастворимый и выпадающий в осадок пурп у- 
рогаллин: 


Ем 


ОН 
Пирогаллол 
оон 


=] + <б-+2н:ю 


Пурпурогаллин 


2) реакция окисления гваяковой смоляной 
кислоты, находящейся в гваяковой смоле, в озонид 
гваяковой смоляной кислоты синего цвета. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Пипетка на 2 мл. 
3. Пипетка на | мл. 

Реактивы. 1. Пирогаллол, 1% раствор. 

2. Перекись водорода, 2% раствор. 

3. Вытяжка из хрена (приготовление 
см. стр. 322, п. 8). 

4. Гваяковая смола, спиртовый рас- 


твор (приготовление см. стр. 322, 
не): 


Ход работы 


1. 1. Наливают в пробирку около 5 мл вытяжки из 
хрена, кипятят содержимое пробирки в продолжение 
2—3 минут и охлаждают. 

2. В четыре пробирки наливают по 2—3 мл раствора 
пирогаллола. 

3. Добавляют в первую пробирку 2 капли раствора пе- 
рекиси водорода и 2 мл дестиллированной воды, во вторую 
пробирку — 2 мл некипяченой вытяжки из хрена, в третью 
пробирку — 2 капли раствора перекиси водорода и 2 мл 
некипяченой вытяжки из хрена, в четвертую пробирку — 
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ЛЯной 
В оЗОниД 
а, 


2 капли раствора перекиси водорода и 9 м 

прокипяченной вытяжки из хрена Ё предварительно 
4. Взбалтывают и наблюдают за изменени 

бурение) и появлением осадка. а 
п. 1. В пробирку наливают около 0,5 мл раствора 

КОВОЙ СМОЛЫ И ее 0,5 мл раствора перекиси еы 

Добавляют несколько капель вытяжки из х р 

чается синее окрашивание. их 


2 а Эту реакцию с прокипяченной вытяжкой 
из хрена. Реакция будет отрицательная, т. е, синего окра- 


шивания не получится, так как пероксиде 
идаза зде ь 
вирована кипячением. С 


КАЧЕСТВЕННАЯ РЕАКЦИЯ НА КАТАЛАЗУ 


Каталаза — фермент, разлагающий перекись во- 
дорода по уравнению: 

2Н.О,——2Н5О-О.. 

Каталаза широко распространена и содержится в боль- 
шем или меньшем количестве во всех тканях и жидкостях 
организма. Биологическая роль каталазы заключается, 
повидимому, в разрушении вредной для организма перекиси 
водорода, которая накапливается в тканях при окислитель- 
ных процессах. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Стакан с водой. 
3. Лучинка или кусок пробки на 
проволочке. 

Реактивы. 1. Перекись водорода, 2% раствор. 

2’ Свежерастертая печень (кролика, 
крысы, лягушки или другого жи- 
вотного). 


Ход работы 


й печени. 
ают 0,3—0,5 г растертой 
1. В пробирку помещ ешивают содержимое. 


добавляют около 10 мл воды и перем 

2. Быстро наливают раствор перекиси ры в 
пробирки и сейчас же, закрыв пробиру ости. Наблю- 
дывают ее в стакан с водой, не выливая нет вытеснение 
дают выделение газа (кислорода) в пробирке 


им жидкости в стакан. аа 
3. Закрыв пробирку ии я бирку 
из воды, переворачивают и ©Ы а 


осторожн 
стро вносят в ПР 


5 


тлеющую лучинку или тлеющую пробку на проволочке 
Разгорание лучинки (или пробки) указывает на то, что 
выделившийся газ является кислородом. 


КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА ДЕГИДРАЗЫ 


Дегидразами называют ферменты, катализирую- 
щие окисление различных веществ путем отнятия от них 
водорода (дегидрирование), откуда и название этих фер- 
ментов. 

Окисление веществ под действием дегидраз происходит 
без участия кислорода (анаэробное окисление). 
Дегидразой водород передается другим веществам, называе- 
мым акцепторами водорода!; само же окисляе- 
мое вещество при этом отдает водород и является дона- 
тором водорода. 

Действие дегидраз можно наблюдать на примере де- 
гидразы молока и сукциндегидразы 
МЫШЦ. 

Дегидраза молока способна окислять ряд субстратов. 
Согласно современным данным, ее следует рассматривать 
как ксантиндегидразу, т. е. фермент, окисляющий ксантин 
в мочевую кислоту (см. стр. 213). Дегидраза молока отно- 
сительно устойчива к действию температуры; ее действие 
поэтому лучше наблюдать при температуре около 70°. 

Если в качестве субстрата окисления (донатора водоро- 
да) взять формальдегид, а в качестве акцептора водорода — 
метиленовую синь и оба эти вещества прибавить к молоку, 
то под действием дегидразы молока происходит окисление 
муравьиного альдегида путем отнятия водорода, который 

присоединяется к метиленовой сини, восстанав- 
ливая этот краситель в бесцветное соединение 
(лейкооснование). В виде схемы происходящие 
при этом реакции можно изобразить следующим образом: 


НС 


Н Н 
"бра к н—ссон 


№ он 


Гидратная форма 
формальдегида 


1 Процесс биологического окисления за счет отнятия водорода 
(дегидрирование) был открыт В. И. Палладиным. 


68 


ин 1 
рес-оЕ + Ме——- нс 
он Хон 


Метиленовая 
Синь 


+ Мен, 


Муравьиная 


Бе 
кислота сцветный про- 


дукт восстановле. 
ния метиленовой 
сини 


Сукциндегидраза дегидрирует янта и 
[2 
о фумаровую. Поэтому в присутствии 
сукциндегидразы, янтарной кислоты и метиленовой сини 


происходит восстановление : 
В (обесцвечивание) метиленовой 


сНьСоОн 
+ Мс —> 
сн,соон 


Янтарная Метиленовая 
кислота синь 


НООС . СН 
| + Мен. 
СН . СООН 


Фумаровая Продукт восстановле- 
кислота ния метиленовой сини 
(лейкооснование) 


Приборы. 1. Штатив © пробирками. 
. Водяная баня. 
. Термометр. 


Реактивы. 1. Свежее коровье молоко". 

. Мышечная кашица, отмытая (при- 
тотовление см. стр. 326, п. 23). 
Формальдегид, 0,4% раствор. 

° Метиленовая синь, 0,01% раствор. 

. Янтарная кислота, 3% раствор, 
нейтрализованный едким  натром 
и доведенный До слабо щелочной 
реакции на лакмус- 


=. мо Ва 


ь Следует иметь в виду, ЧТо молоко, поступающее в продажу, 
часто не содержит дегидразы вследствие пастеризации. 
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Ход работы 


1. 1. Наливают в две пробирки по 4—5 мл молока 
Содержимое второй пробирки кипятят, а потом охлаждают. 
Добавляют в обе пробирки по 8—10 капель раствора фо ы 
мальдегида и по |—2 капли раствора метиленовой сини 
взбалтывают и ставят в водяную баню при 70°. Через неко. 
торое время наблюдают обесцвечивание метиленовой сини 
в первой пробирке и отсутствие обесцвечивания во второй 
пробирке. 

2. После обесцвечивания первую пробирку сильно 
взбалтывают. Синее окрашивание появляется вновь вслед- 
ствие окисления лейкооснования метиленовой сини за счет 
передачи его водорода кислороду воздуха: 


Лейкооснование Метилено- 
метиленовой вая синь 
сини (восстанов- (окисленная 
ленная форма) форма) ‘ 


Если пробирку снова поставить в водяную баню, то 
метиленовая синь вновь обесцветится. Эту операцию можно 
повторять много раз. Метиленовая синь является при этом 
переносчиком водорода, и небольшое количество ее может 
окислить много формальдегида. 

П. 1. Помещают в две пробирки по 3—4 мл мышечной 
кашицы. В первую пробирку добавляют около 0,5 млней- 
трализованного раствора янтарной кислоты. 

2. В обе пробирки добавляют по 2 капли раствора ме- 
тиленовой сини, встряхивают и ставят в баню при 37°. Че- 
рез некоторое время наблюдают обесцвечивание метилено- 
вой сини в первой пробирке и отсутствие обесцвечивания 
во второй пробирке. 


КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ДЕГИДРАЗ МЫШЦ 


Для определения степени активности фермента обычно 
или отмечают время, необходимое для превращения опре- 
деленного количества субстрата, или устанавливают коли- 
чество субстрата, измененного ферментом в данный проме- 
жуток времени. 

Количественное определение дегидраз. основано на 
описанной выше реакции обесцвечивания метиленовой 
сини. Мерой активности дегидразы является скорость 


70. 


обесцвечивания в 


анаэробн 
виях. В зависимости от . г 


добавленного с убс ы в 
(явтарная кислота, глицерофосфат и др.) изме на те 
тивность ТСЙ или иной спежифичаской у 
гидразы. - Е 


Приводим способ количественн 


раз, не требующий вакуумных про 
Приборы. 


ого определения дегид- 
бирок и насоса: 
1. Штатив с пробирками. 


2. Водяная баня. 

3. Термометр. 

4. Пипетки. 

5. Стакан со льдом. 

1. Метиленовая синь, 0,01% раствор. 
2. Янтарная кислота, 0.02 м. раствор, 
нейтрализованный на лакмус. 

3. Глицерофосфат натрия, 0,02 м. рас- 
твор, нейтрализованный на лак- 
мус. 

4. Агао, 2% раствор в 0,5% растворе 
К.НРО,, . нейтрализованный до 
рН 7,0 (перед употреблением. рас- 
плавляют и охлаждают до 45°). 

5. Мышечная кашица (приготовление 
см. стр. 326, п. 24). 


Реактивы. 


Ход работы 


1. Часть мышечной кашицы (около 5 — пе 
в пробирке в кипящую водяную баню на =. ее 
2. В две пробирки (№ | и 2) наливают по м ти ств 
янтарной кислоты, а в третью пробирку (№ , 
раствора глиперофосфата. д 
3. В каждую пробирку прибавляют по 1 мл метиленово 
сини и по 2 мл раствора агара я 
4. Добавляют в пробирки № 1 и № 3 по 3 ие - 
кашицы и в пробирку № 2 Змл предварите 
пяченной мышечной кашицы ав 
5. Перемешивают содержимое каждой и а 
охлаждают все пробирки во льду до зат р 
(1—2 минуты). водяную 
5. ет. ставят все три ие 
баню при 37? и отмечают время обесцвеч 
вой сини. < 


В пробирке № 1 озесцвечивание происходит ско ы 
всего, так как сукциндегидраза в этих условиях наиболее 
активна. В пробирке № 3 обесцвечивание требует больше 
времени, а в пробирке № 2, где сукциндегидраза разрушена 
нагреванием, обесцвечивания вовсе не происходит. 

Обесцвечивание раньше всего наступает в нижней части 
пробирки. В верхней части агара, вследствие диффузии 
кислорода воздуха, остается синяя зона (2—3 мм), образую- 
щая контраст с обесцвеченной областью внизу. 


+ КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОТЕИНАЗ 
ПО СПОСОБУ МЕТТА 


Активность протеиназ (ферментов, расщепляющих 
белки) может быть измерена путем определения нарастания 
концентрации продуктов распада белка (по освобождающим- 
ся карбоксильным или аминным группам) (см. стр. 37 и 184). 

Эти способы, однако, требуют много времени, труда и 
специальной аппаратуры. 

С. Г. Меттом (в лаборатории И. П. Павлова) был разра- 
ботан простой метод определения активности протеиназ, 
применяемый главным образом для определения перева- 
ривающей силы пищеварительных соков. 

Способ Метта вполне пригоден для клинических 
целей. 

Принцип определения заключается в измерении 
количества растворенного (переварен- 
пого) яичного белка, предварительно коагу- 
лированного в стеклянной трубке. 


Приборы. . Два стакана на 50—100 мл. 
. Термостат. 
. Термометр. 
. Шкала (с миллиметровыми деле- 
нНИЯМи), 
. Лупа. 


Реактивы. . Трубки Метта с коагулированным 
яичным белком (приготовление 
см. стр. 332, п. 58). 
. Желудочный сок или 0,1% раствор 
пепсина в 0,2% соляной кислоте 
(приготовление см. стр. 327, п. 30). 


ЩИХ 
Растания 
‘Дающин. 
37 и 181 
‚ Труда н 


ыл разра 
ротеиназ, 


Ход работы 


1. В один стакан налива 
от около 20 мл 
л желудочного 


сока или раствора пепсина, в другой стакан — около 2 
того же желудочного сока (или раствора пепсина) . 
; ва- 


ительно разведенного в четыре раза 
2. Помещают в каждый стакан по 1—2 меттовских 


трубки длиной около 2 см и ставят стаканы в термостат 


при 37° на 2—4 суток (до следующего занятия). 

3. На следующем занятии вынимают трубки, ополаски- 
вают их водой и измеряют по шкале с помощью лупы длину 
(в миллиметрах) переваренного (растворенного) столбика 
белка. 

Берут среднюю величину для каждого раствора. 

Согласно правилу Борисова, длина участка переварен- 
ного белка пропорциональна квадратному корню из коли- 
чества пепсина. Таким образом, в нашем случае длина 
столбика переваренного белка в желудочном соке или 
растворе пепсина, разведенном в четыре раза, должна быть 
вдвое меньше, чем в неразведенном. 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИЛАЗНОЙ АКТИВНОСТИ СЛЮНЫ 
И МОЧИ 

сть слюны или мочи выражают 
субстрата (крахмала), 
расщепляемого 1 млелюны или мочи за 
определенный промежуток времени 
(например, 30 минут. Определение основано на 
нахождении максимал ЬНОГО разведения, при 
котором исследуемая жидкость 


крахмал до стадии красного окрашивания © и 
амилазной активности слюны мо 


е на ферменты активаторов И Па- 
Так, хлористый нат- 


Амилазную активно 
в количестве 


рализаторов (ингибиторов). 
рий в разведенн 
ствие амилазы СИЛЬНО 
Растворы сернокисл ой меди, наоборот, 
замедляют до: ются и 
 Коллчестневвый определением амИЛаЗЫ о ержит 
в клинической практике. елудочной же- 
очень мало амилазы, панкреа- 
лезы. Количество амилазы При почечной 
титах, заболеваниях желчн 73 


недостаточности амилаза в моче отсутствует. Таким образо 
количественное определение амилазы в моче может имет, 
диагностическое значение. 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Две бюретки. 
3. Пипетка на | мл. 
4. Водяная баня. 
5. Термометр. 


Реактивы. 1. Свежая слюна, разведенная в десять 
раз и профильтрованная. 

2. Крахмал, 0,1% раствор (без хло- 
ристого натрия),  свежеприготов- 
ленный. 

3. Раствор иода в иодистом калии 
(приготовление см. стр. 329, п. 39). 

4. Хлористый натрий, 0,85% раствор. 

5. Сернокислая медь, 1% раствор. 


Ход работы 
1. Определение амилазной активности слюны 


1. Наливают из бюретки в 10 пронумерованных проби- 
рок по | мл дестиллированной воды. 

2. В первую пробирку отмеривают 1 мл слюны, разве- 
денной водой в десять раз. 

3. Перемешивают содержимое первой пробирки путем 
троекратного втягивания пипеткой жидкости из пробирки 
и последующего выпускания из пипетки. | мл полученного 
раствора переносят из первой пробирки во вторую. 

4. Перемешивают таким же образом содержимое второй 
пробирки и переносят | мл из второй пробирки в третью 
ит. д. Этим способом получают ряд разведений. Концентра- 
ция фермента в каждой последующей пробирке в два раза 
меньше, чем в предыдущей. 

Из десятой пробирки 1 мл жидкости как излишний вы- 
ливают. 

5. Наливают во все десять пробирок еще по 1 мл дестил- 
лированной воды. 

6. Далее наливают из бюретки во все лесять пробирок 
(начиная с десятой, потом в девятую ит. д.) по2 мл расгвора 
крахмала и перемешивают содержимое каждой пробирки. 
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обавление крахмала нужно произво 
п ею К онцентрацию ам с пробирки, 
в ней расщепление на холоду идет очень тЕны так как 
за счет неодновременного прибавления с о и ошибка 
чески не отразится на результатах опре практи- 


_ 5 7. Одновременно помен 
| г мещают все деся 
Е с и ть пробирок в нагре- 
в. 8. Через 30 минут вынимают п 
оби 
- т, охлаждают их током холодной а рее и 
‘> г тя - и Е о 
(бе держимое каждой пробирки и ставят по порядку в т — 58 
о о. 9. Прибавляют в каждут б о аИИыноВе. } 
т дую пробирку по две капли рас- 
Иго, твора иода, перемешивают и наб 
наблюдают в пробирках гамму : 
И 
1 


цветов от желтого к синему. Желтый цвет свидетель- 
ствует об отсутствии крахмала, краснобурый — о присут- 
ствии промежуточных продуктов расщепления — различ- Г 
ных декстринов, синий — о присутствии крахмала или 
продуктов его начального расщепления. 

10. Вычисляют амилазную активность исследуемой 
слюны. При этом исходят из следующего. В пробирке, 
где жидкость окрашена еще в синий цвет, должного рас- 
щепления крахмала не произошло. Достаточное рас- 
щепление крахмала, очевидно, имеет место в той 
пробирке, где нетсинего оттенка. Пусть, на- 
пример, это будет пятая пробирка (в шестой пробирке р 
й оттенок). В пятой пробирке неразведен- 


уже имеется сини! 
ной слюны было 1/320 мл, т.е. мы можем написать: | 


щепляет 2 мл 0,1°/о раст 
0,19/% у у | 


ее 


1 а 
390 мл слюны рас вора крахмала ] 
|] 


э » » У 


2-1 — 640. 


ЕЕ 


1 
320 


слюны расщеп- 
раствора крах” 
м образом: 


мл неразбавленной 
37° 640 мл 0,1°/о 
бражать следующи 
данного случая). 

пя хлористого 


й меди при 
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Следовательно, 1 
ляет за 30 минут при 
мала. Это принято изо 


37° — 640 единицам (для 


4 (диастаза) 507 
ИЯН 
я активирующего вл 
Е я сернокисло 


Для выявлен 
ующего влияни 


натрия и парализ 


гидролизе крахмала амилазой поступают следующим об. 
разом. 

Производят с одной и той же разведенной слюной т 
серии определений: 1) по вышеизложенному, 2) беря Вместо 
1 мл дестиллированной воды (п. 5) по 1 мл раствора хлори- 
стого натрия и 3) беря вместо 1 мл дестиллированной воды 
(п. 5) по 1 мл раствора сернокислой меди. 

При сравнении результатов всех трех определений обна. 
руживается разница в активности амилазы. 


П. Определение амилазной активности мочи 


Моча значительно беднее амилазой, чем слюна. В связи 
с этим условия определения активности несколько изменены. 
Берут десять пронумерованных пробирок, приливают в каж- 
дую по 1 мл физиологического (0,85%) раствора хлористого 
натрия. Далее в первую пробирку приливают 1 мл иссле- 
дуемой мочи, перемешивают содержимое пробирки и 1 мл 
смеси переносят во вторую пробирку и т. д. Из десятой про- 
бирки выливают 1 мл смеси. Таким образом, получают раз- 
ведения мочи в геометрической прогрессии. Далее, в каж- 


дую пробирку наливают по | мл физиологического раствора, 
по 2 мл раствора крахмала и, взболтав, все пробирки ставят 
на 15 минут в баню точно при 45°. Дальнейшие операции и 
расчет ведут, как и при работе со слюной (с пункта 8). 

о 


Моча здоровых людей обычно имеет 4 равное 


Ба 
16—64 единицам. 


* КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАТАЛАЗЫ КРОВИ 
ПО БАХУ И ЗУБКОВОЙ 


Каталаза содержится в болышом количестве в красных 
кровяных шариках человека и животных. 

Количество каталазы в данной ткани или жидкости мож- 
но определить путем измерения либо количества пе- 
рекиси водорода, разложенного каталазой, либо 
количества кислорода, выделенного при этой реакции. 

Количественное определение каталазы в крови сводится 
к определению так называемых «каталазногочис- 
л а» и показателя каталазы». 

Каталазным числом называют количество милли- 
граммов Н»О», которое разлагается 1ил (1 микролитр 
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авен ! кубическому миллиметру) 


Принцип определения каталазного а. 


у З 
ао тисла основывается на 


2КМпО, -- 5Н»О, -{ 4Н,30, - 2КН$0, + 9Мп50 
НО 50.9 е. 


т. е. © количестве разрушенной пере 
водорода судят по разности ых киси 
марганцовокислого калия да 
дованного на титрование "До р 
действия каталазы. Мы 

Показателем каталазы называют дробь, в которой чи- 
слителем является каталазное число, 
азнаменателем число миллионов крас- 
ных кровяных телец в ! вл исследуемой крови. 

Следует сравнивать показатели каталазы, 
а не каталазные числа, так как каталаза крови содержится 
почти исключительно: в. оритроцитах и 
притом не в гемоглобине, а в строме. 

Ниже приводится описание определения каталазного 
числа. Определение числа красных кровяных телец можно 
найти в практикумах по физиологии. ; 

Содержание каталазы в крови снижается при ряде забо- 
леваний, в особенности сопровождающихся кахексией. 

Снижение каталазы крови характерно для рака, анемии, 
туберкулеза. 

Приборы. 1. Мерная колба на 100 мл. 

9. Две конические колбочки. 
3 Микропипетка на 0,1 мл. 
Пипетка на 10 мл с делениями. 
Пипетка на 1 мл. 
Пипетка на 2 Мл. 
Игла для взятия крови. 
Вата. 
Марля- 
. Бюретка. 
Перекись водорода, 4% а | 
Серная кислота, , и 
Марганцовокислый калий, › 
я кислой среды). 
раствор 
. Этиловый спирт. 
: `Диэтиловый эфир. 


Я АЕ 


Г 


ды о фе © 


Реактивы: 


Игла для взятия крови должна быть вымыта спиртом и 
осушена эфиром (осторожно! Не зажигать огня!). Для ис. 
следования можно брать как кровь животного, так и кровь 
человека. В последнем случае кровь берут из безымянного 
пальца левой руки, для чего палец тщательно обмывают 
стерильной дестиллированной водой. Во время взятия крови 
следует иметь для вытирания сухую марлю или вату. 
Первую выступившую от удара иглы каплю осторожно 
стирают сухой марлей и выжидают появления новых ка- 
пель, которые и набирают в микропипетку. 

Одновременно со взятием крови для определения ка- 
талазного числа сосчитывают количество красных кровя- 
ных телец (см. практикумы по физиологии человека), что 
даст возможность определить в дальнейшем не только ка- 
талазное число, но и показатель каталазы. Следует помнить, 
что определение числа эритроцитов может сопровождаться 
рядом неправильных манипуляций, влекущих за собой 
ошибки при определении показателя каталазы. Так, изме- 
нение просветов капилляров уже может обусловливать 
значительные колебания в количестве эритроцитов, а сле- 
довательно, в величине показателя каталазы. Поэтому пе- 
ред взятием крови палец не следует обмывать ни спиртом, 


ни эфиром, а только стерильной дестиллированной водой. 
По окончании взятия крови кончик пальца, откуда бралась 
кровь, завертывают в вату, смоченную эфиром, и прижи- 
мают палец к ладони. 


Ход работы 


1. Наливают около 10 мл дестиллированной воды 
в мерную колбу на 100 мл. 

2. Вносят микропипеткой 0,1 мл исследуемой крови, 
предварительно обтерев кончик капилляра от пристав- 
шей снаружи крови. Пипетку промывают путем всасыва- 
ния и выпускания обратно жидкости из мерной колбы. 

3. Доливают мерную колбу водой до метки и замечают 
время, когда кровь была разведена. , 

Получается так называемый основной раство р 
крови (1 : 1 000), который используют для определения 
каталазного числа. 

4. В две конические колбочки наливают по 7—8 мл де- 
стиллированной воды и отмеривают в них по | мл основ- 
ного раствора крови. 
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5. Содержимое одной из колбочек сейчас 
в течение 2 минут для разрушения кат 
6. Обе колбочки оставляют стоять о 
пературе на 30 минут, считая с момента ее комнатной тем- 
7. В каждую колбочку вносят точно :. ай крови. 
перекиси водорода и вновь оставляют р мл раствора 
8. Приливают в ка : минут. 
р ждую колбочку по 4—5 мл 
серной кислоты и оттитровывают содержимое 0,1 РО 
ром марганцовокислого калия до появления Ре ы 
окрашивания. розового 
Так как еталаНА разлагает часть перекиси водорода 
то на титрование первой колбочки пойдет меньше раствора 
марганцовокислого калия, чем на титрование содержимого 
второй колбочки, где каталаза была разрушена. 
Эту разность умножают на 1,7 и получают каталазное 
число исследуемой крови. 
Принцип вычисления будет ясен из следующего. 
Грамм-эквивалент перекиси водорода равен 17 г. Следо- 
вательно, в | мл 0,1 н. раствора содержится 1,7 мг пере- 
киси водорода. Так как 1 мл 0,1 н. раствора марганцово- 
кислого калия соответствует 1 мл 0,1 н. раствора перекиси 
водорода, то, умножив 1,7 на разность между количествами 
миллилитров 0,1 н. раствора марганцовокислого калия, 
получают количество миллиграммов перекиси водорода, 
которое разлагается ил исследуемой крови (для исследова- 
ния бралось по 1 мл основного раствора, в 1 мл которого 
исследуемой крови было ол), те. непосредственно полу- 
чается каталазное число. 
Если определялось так 


Же ки м ПЯТЯТ 


же число красных кровяных 
телец то для получения показателя каталазы составляют 
Дробь, где числителем будет каталазное число, а знамена- 
телем — число красных кровяных телец В миллионах 
в 1ьл исследуемой крови. 


= КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЛИПАЗЫ 
ры на глицерин и Не 
нейтра- 
ющиеся жирные кислоты : 
: количеству израсходованной 
аспавшегося жира И, 


Фермент липаза гидролизует ЖИ 


ные кислоты. Если образ 
лизовать щелочью, То По 
щелочи можно судить © количестве р 
следовательно, об активности липазы. 

Липаза активируется желчью, ЧТо так 
блюдать в приводимой работе. 


же можно на- 
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Приборы. 1. Небольшие колбочки 8 шт. 
2. Пипетки на 5 мл с делениями 
3. Водяная баня. : 
4. Термометр. 
5. Бюретка. 


Реактивы. 1. Подсолнечное масло. 
2. Желчь, 10% раствор. 
3. Вытяжка липазы (приготовление 
см. стр. 322, п. 6). 
4. Едкий натр, 0,1 н. раствор. 
5. Фенолфталеин, 0,1% раствор в 
спирте. 


Ход работы 


1. Отмеривают в четыре колбочки следующие количе- 
ства (в миллилитрах) указанных ниже жидкостей. 


№ колбочки 


Подсолнечное масло 
Раствор желчи..... 
Дестиллированная вода 
Вытяжка липазы ... 


Прокипяченная вытяжка 
липазы .., Е 


Вытяжку липазы добавляют последней. 

2. Взбалтывают содержимое каждой колбочки и сейчас 
же отбирают из всех четырех колбочек пробы по 5 мл и пере- 
носят их пипетками в другие четыре колбочки, помеченные 
теми же номерами. 

Первые четыре колбочки ставят на водяную баню при 
37—38° на | час. 

3. К взятым контрольным пробам немедленно прибав- 
ляют по 2—3 капли раствора фенолфталеина и быстро оттит- 
ровывают 0,1 н. раствором щелочи до обесцвечивания. 

4. Через час вынимают опытные пробы из водяной бани 
и таким же образом оттитровывают их. 

5. Из полученных результатов (количества миллилитров 
щелочи, пошедшей на титрование) вычитают количество 
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‚ щелочи, пошедшее на титров 
рольной пробы. Результа 


ан рот 
ание соответствующей Конт 


ствием липазы и таким обр 
ее активности. 
Поясним сказанное следующим примером 
На нейтрализацию проб, находившихся в б 
(с учетом контрольной пробы): КолбокЕ. м т т 
> . г з . не ы- 
= я о ЕТ 0,1 мл; колбочка о 
, - З = ›! мл; колбочка № 4 1,111 — 0 мл з 
1 = ь 
колбочке № 2 расщепления практически нет, так как 
липаза инактивирована нагреванием. В колбочке № 3 
высокая активность липазы: зави : 
3 сит от 
Е активации ее 


азом может служить мерой 


* ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ СИНТЕЗ ИЗОАМИЛОМАСЛЯНОГО ЗФИРА 


Ферменты могут ускорять реакции в обоих на- 
правлени ях, т. е. в ряде случаев один и тот же фермент 
может катализировать и процесс распада, и процесс син- 
теза. В настоящее время синтетическое дейст- 
вие ферментов доказано в лабораторных усло- 
виях для ряда энзиматических процессов. 

Направление, по которому может итти данная фермен- 
тативная реакция, зависит от многих условий и в первую 
очередь от концентрации реагирующих веществ. 

Синтетическое действие фермента весьма демонстративно 
в случае синтеза изоамиломасляного эфира с помощью 
препарата из поджелудочной железы, в которой имеется 
эстераза (липаза). 

Приборы. 1. Несколько” небольших колбочек. 

2. Пипетки на 5 мл. 

3. Мерный цилиндр на 50 мл. 
4. Водяная баня. 

5. Термометр. 


6. Бюретка. : 
1. Препарат поджелудочной о 
(приготовление см: стр. 328, п. 33). 
2. Изоамиловый спирт. 
3. Масляная кислота. 
4. Желчь. 

й натр, 0,1 н. раствор. 
6. ан, 0,1% раствор в спирте. 
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Реактивы. 


$ Практикум но биологической химии 


ЕЕ 


Ход работы 


1. Отвешивают в колбочку с притертой или каучуковой 
пробкой 0,5 г препарата панкреатической железы в порошке. 

2. Добавляют 1 мл дестиллированной воды, 40 мл изо- 
амилового спирта, 0,5 г масляной кислоты и 1—9 капли 
желчи для активирования липазы. 

3. Тщательно перемешивают содержимое этой колбочки 
и ставят ее на 2—3 минуты в водяную баню при 38—40°. 

4. Через 2—3 минуты вновь тщательно перемешивают 
содержимое колбочки и отмеривают из нее 5 мл в другую 
(вторую) колбочку. Первую колбочку с содержимым вновь 
ставят на полчаса на водяную баню при 38—40°. + у»-. 

5. Оттитровывают содержимое второй колбочки 0,1”н. 
раствором едкого натра в присутствии фенолфталеина при 
тщательном взбалтывании. По окончании титрования содер- 
жимое второй колбочки выливают и колбочку тщательно 
моют. 

6. По прошествии получаса вновь отмеривают 5 мл из 
первой колбочки во вторую и вновь оттитровывают. Такое 
отмеривание и титрование производят еще через 1, 
11/2 и 2 часа. 

7. Первую колбочку оставляют до следующего занятия. 
Затем, так же как прежде, отмеривают из нее 5 мл и оттит- 
ровывают. 

8. Сравнивают результаты всех титрований. Количество 
0,1 н. раствора щелочи, израсходованное на титрование, 
откладывают по времени в ординатах, получая кривую из- 
менения титруемой кислотности. Уменьшение количества 
щелочи, идущей на титрование, говорит о синтезе изоами- 
ломасляного эфира. 


ВИТАМИНЫ И ГОРМОНЫ 


Витамины — это органические 
химической природы, общей чертой которых является н е- 
обходимость их в питании, 

Входя в малых количествах в пищу, витамины тем не 
менее играют весьма важную роль в обмене веществ, яв- 
ляясь составной частью многих ферментов и осуществляя 
таким образом каталитические функции. 

Витамины были открыты Н. И. Луниным в 1880 г. В на- 
стоящее время учение о витаминах выросло в целую науку 
и представляет собой важную область знания 1. 

Отсутствие или недостаток в пище того или иного вита- 
мина вызывает ряд специфических и неспецифических на- 
рушений обмена веществ, так называемых авитами- 
нозов и гиповитаминозов. 

Для многих витаминов изучены пути их участия в обмене 
веществ, а также показана роль некоторых витаминов как 
составной части простетической группы ферментов. р 

Витамины разделяют на жирорастворимые 
и водорастворимые. Прежде, когда ое 
природа витаминов не была известна, их называли == 
по буквам латинского алфавита. Теперь эти обозначения 
часто заменяют названием вещества, исходя из его хим 
ческой природы. 

Гор е _ ре подобно витаминам, пр = 
группу биологически на 
ных веществ различной авео за ЗИ 
природы. Гормоны выделяются в кровь ж ие 

о изом, надп 
внутренней секреции аа ывают действие 
никами, щитовидной железой и др.) и оказ в аобвноиаеех 
В очень малых концентрациях. Недостаток ры еции) вы- 
или иных гормонов (нарушения внутренне р 


вещества различной 


- овым, 
1 В Советском Союзе А. В. Палладиным, «Бутнуны больше 

В. Н. Букиным, Б. А. Кудряшовым и др. ДО 

Успехи в химии и применении витаминов. 
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зывает ряд заболеваний, связанных с нарушением обмена 
веществ (диабет, гигантизм, акромегалия, кретинизм ит. п.). 

Определение витаминов и гормонов можно производить 
биологическими методами (испытанием на 
животных) или химическими (пользуясь характер- 
ными реакциями на тот или иной витамин или гормон). 

Хотя биологические методы определения витаминов 
и гормонов очень специфичны, но громоздки и требуют 
продолжительного наблюдения над животными. Мы огра- 
ничимся поэтому приведением химических спо- 
собов определения витамина А и каротина, разделения 
каротиноидов, определения витамина В;, никотиновой кис- 
лоты, витамина С и адреналина. 


КАЧЕСТВЕННАЯ РЕАКЦИЯ НА ВИТАМИН А 


Витамин А относится к жирорастворимым витаминам. 
СНз СНз 


к 
СНз СНз 


с 
ть, | 


НС с-Сн=СН-с=СН-сН=СН—С=СН-—СН,ОН 
1-54 - 
Н.С с— св, Витамин А 
Ре 
СНЫ 


Наличие в молекуле витамина А большого количества 
сопряженных двойных связей обусловливает его легкую 
окисляемость и способность присое- 
динять водород, * галогены. и другие 
вещества. Благодаря наличию с пиртовой груп- 
пы витамин А может образовывать сложные эфиры с жир- 
ными кислотами. 

В организме витамин А может образовываться из каро- 
тина (см. стр. 90). : 

Первым признаком гиповитаминоза А являет- 
ся ослабление сумеречного зрения (ку- 
риная слепота, гемералопия). Далее, при развитии авита- 
миноза А замедляется или прекращается рост организма 
и развивается заболевание глаз — ксерофталмия, понижает- 
ся также сопротивляемость организма, в особенности дыха- 
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тельных путей к инфекциям, изменяется 
стояние эпителиальной ткани. Нормальное со- 
>. 

Наиболее распространенная качественная 
витамин А состоит в том, чт 
хлороформе, дает синюю окраску 
формным раствором треххлористой 

Эту реакцию, однако, дает не толь 
каротиноидов, включая даж 
каротина, не обладающие способно 
витамин А, хотя интенсивность окраски при этом бывает 
много слабее, чем с равным количеством витамина А. По- 
этому при наличии в исследуемом объекте вместе с вита- 
мином А также каротина и некоторых других каротиноидов 
их приходится отделять от витамина А с помощью различ- 
ных приемов, например, хроматографической 
адсорбции (см. стр. 93). 

Нужно также учитывать, что в некоторых жирах встре- 
чаются вещества, которые мешают получению положитель- 
ной реакции при несомненном присутствии витамина А. 
В этом случае доказать наличие витамина А в исследуемом 
объекте можно, предварительно омылив жир, удалив ве- 
щества, подавляющие развитие окраски, и только после 
этого проделав реакцию на витамин А. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Пипетка. 


реакция на 
› Растворенный в 


ко витамин А, нои ряд 
е продукты окисления 
стью превращаться в 


Реактивы. 1. Рыбий жир. 


2. Треххлористая сурьма, насыщенный 
раствор в хлороформе (приготовле- 
ние см. стр. 332, п. 56). 

3. Уксусный ангидрид. 


Ход работы 


1. Наливают в чистую сухую проби 
его жира. а трех- 

>. Добаваяют б—бкапель хлороформиого ротора 
хлористой сурьмы и перемешивают. = = личия в жире 
окрашивание, которое развивается в случ 


витамина А. ии требует 
Следует указать, что выполнение ить низ 
особой тщательности, так как присутствие › 


из треххло- 
образованию 
тожных количествах приводит м Р которая не вступает 


э сурьмы 
ристой сурьмы хлорокиси сурьу®» $5 


рку 1—2. капли рыбь- 


аи 


в реакцию с витамином А и вызывает помутнение. В 
связывания ничтожного количества воды, которое 
содержаться в реагирующем растворе, 
бавлять к последнему 1—2 капли укс 


Целях 


может 
рекомендуется до- 


усного ангидрида, 
* КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИТАМИНА д 


Количество витамина А чаще всего определяют методом, 
основанным на измерении интенсивности окраски, полу- 
чаемой при вышеописанной цветной реакции с треххло- 
ристой сурьмой. Для измерения интенсивности этой окраски 
существует специальный прибор —тинтометр, имею- 
щий набор стекол, с помощью которых и производят срав- 
нительную оценку интенсивности окраски, выражая се 
в так называемых «синих единицах». В случае от- 
сутствия тинтометра можно для определения интенсив- 
ности окраски пользоваться специально приготовленными 
стандартными растворами сернокислой меди и азотнокис- 
лого кобальта. 

Ниже приводится методика количественного опреде- 
ления витамина А по способу, предложенному Московской 
государственной контрольной витаминной станцией. 

Наиболее богатым источником витамина А, часто при- 
меняемым на практике, является «рыбий жир» (жир печени 
трески и других рыб, см. табл. 1). Поэтому определение со- 


держания витамина А в «рыбьих жирах» производится осо- 
бенно часто. 


Таблица 1 


Содержание витамина А в жире 
печени некоторых рыб 


Содержание ви- 
Жир печени рыб тамина А в мг% 


Треска .. выде 6,25— 27,5 

з 100—137 
у 375 

Морской окунь До 37500 


Иногда содержание витамина А выражают`в условных 
международных единицах. Одна между- 
народная единица соответствует 0,3 иг витамина А. Количе- 
ство синих единиц при пересчете на миллиграмм-проценты 
или на международные единицы умножают на эмпирически 
найденные коэфициенты. 
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Приборы. 1. Пробирки-эталоны, 


окрашенные 

приготов 

у 

ром в | см. 
теклянные палочки. 

Бюретка на 10—15 мл с притертым 
краном. (для отмеривания треххло- 
ристой сурьмы). 

. Пипетка на 0,2 мл или на 1 мл 
с делениями (для отмеривания ис- 
пытуемого раствора). 

6. Коническая колба с корковой проб- 
кой, в которую вставляется в ка- 
ъ‘честве холодильника длинная стек- 
лянная трубка. 

7. Делительная воронка. 

8. Водяная баня. 

9. Прибор для отгонки эфира”в токе 
сухого углекислого газа (рис. 3). 


602 из аппарата 


и насосу 


в лолоднея 
9еда 


у у. ого газа. 
ира в токе сухого глекислот а 
Прибор для отгонки Э1 р 


тей: 
Прибор состоит из следующих час 


получения СО»; трех 
ания СО, водой, его 
и предохра- 


аппарата Киппа для 
склянок (для промыв х 
сушки хлористым кальцием ны. 
нительной склянки); отгоноч ии 
соединенной с предозранительно с — 
кой (стеклянная трубка с Е а 
зом должна довольно т. 
отгоночную колбочку) и с и 
приемной колбы, ай в: 
едохра 
с другой предохр а 


которая в свою очередь при 

: соедин 
к водоструйному насосу. Прибор т 
быть собран с большой тщательностью 


Мерный цилиндр или мерная колба 
на 10—25 мл с пришлифованной 
пробкой. 

Реактивы. Едкое кали, 0,5 н. раствор в спирте 
Диэтиловый эфир, свободный от 
перекиси, дважды  перегнанный, 
Едкое кали, 0,5 н. водный раствор. 
Этиловый спирт абсолютный (при- 
готовление см: стр. 321, п. 1). 
Хлороформ, очищенный (приготов- 
ление см. стр. 334, п. 66). 
Треххлористая сурьма, насыщен- 
ный раствор в хлороформе (при- 
готовление см. стр. 332, п. 56). 
Рыбий жир. 


Ход работы \ 


1. Точно отвешивают в коническую колбу 0,2—1 г рыбь- 
его жира. Величина навески зависит от содержания вита- 
мина А. 

2. Приливают к отвешенной навеске жира 10 мл 0,5 н. 
спиртового раствора едкого кали, закрывают колбу кор- 
ковой пробкой со вставленной в нее в качестве холодиль- 
ника трубкой и омыляют полученный раствор на водяной 
бане (80—85°) в продолжение 10 минут при постоянном 
осторожном взбалтывании. 

3. По окончании омыления разбавляют содержимое 
колбы 20 мл дестиллированной воды и охлаждают до ком- 
натной температуры. 

4. Экстрагируют (в делительной ‘воронке) неомыляемую 
фракцию эфиром (свободным от перекисей) дважды: пер- 
вый раз 50 мл и второй раз 25.мл эфира. 

5. Промывают в делительной воронке соединенные эфир- 
ные вытяжки первый раз 15 мл дестиллированной воды, 


? Учитывая сложность необходимого оборудования и реакти- 
вов, можно рекомендовать подготовку раствора, омыление и т. п. 
(пп. 1—7) делать в одной пробе на группу студентов. Из получен- 
ного хлороформного раствора витамина А каждый студент может 
отмерить по 0,2 мл и проделать самостоятельно остальную часть 
работы{ (пп. 8—11), 
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10 мл 0,5 н. в 
затем › одного, раствора едкого кали, по 
чего — ВНОВЬ два раза водой по 20 Мл. , сле 
я 

6. Отгоняют эфир в токе сухого углекислого газа. Ко 
ку в колбочке прибавляют 10— капель абсо а 
спирта (для удаления следов воды). Спирт также и 
в токе сухого углекислого газа. Температура я ют 
бани должна быть не выше 80°. ао 

7. Сухой остаток растворяют в очи 
количественно переносят в мерную колбочку на 10—95 мл 
(в зависимости от количества витамина А в растворе), до- 
водят до метки и тщательно перемешивают. 

8. Отмеривают в сухую пробирку (высота 6 см, 
диаметр | см) 0,2 мл исследуемого раствора витамина А 
в хлороформе. 

9. Добавляют 2 мл раствора треххлористой сурьмы, быст- 
ро перемешивают стеклянной палочкой и тотчас же срав- 
нивают окраску с рядом эталонов, помня, что синяя окрас- 
ка раствора достигает максимума через 10—30 секунд. 

10. Считают определение законченным, когда найдена 
одинаковая окраска испытуемой пробирки с одной из про- 
бирок-эталонов. Количество витамина А в испытуемом рас- 
творе будет соответствовать тому числу «синих единиц», ко- 
торое имеет пробирка-эталон, ближе всех подошедшая по 
окраске к пробирке с испытуемым раствором. В случае, если 
интенсивность окраски исследуемой жидкости является про- 
межуточной между двумя соседними пробирками-этало- 
нами, берут среднее из значений «синих единиц» этих эта- 
лонов. 

Необходимо иметь в виду, что таким образом получают- 
ся хотя и ориентировочные данные, но удовлетворяющие 
практическим целям. 

Для получения более точных результатов ны 
ся подбирать’ анализируемые количества таким о цетекь 
чтобы вести определение с эталонами от четырех = т 
«синих единиц», так как в этих пределах достигаю у 
шие результаты. 5 

11. Вычисляют содержание витамина А в рыбьем жир 
по формуле: 


щенном хлороформе, 


азце 
ГДе х — содержание витамина А в О 
в миллиграмм-процентах; с — число синих ед 


М- 
; о — объем хлорофор 
денное при колориметрировании, 89 


ного раствора в миллилитрах; а — взятая навеска ж 
в граммах; 4 — коэфициент пересчета, найденный ОПЫТ. 
ным путем. 

Так, например, если навеска = 0,81 г, 
твора = 10 мл, а НХ единиц = 5, 

== 0, 
= 0.81.4 = 15,43 мг. 
Содержание Е А в международных единицах 
10х 


0,3 


объем рас. 
то 


на | г продукта = 


15,43 . 10 


В нашем примере: т 514,8 междуна. 


родной единицы в | г. 


* КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАРОТИНА 
ПО РАЧЕВСКОМУ 


Каротин, СН», представляет собой распростра- 
ненный природный пигмент оранжево-красного цвета. 
В природе он встречается в трех изомерах (“-, В- и у-каро- 
тины). При расщеплении молекулы каро- 
тина с присоединением воды получается вита: 
мин А. Один из изомеров (3-каротин) дает при этом две 
молекулы витамина А. 

СНз СН; 
У 
С СН; СНз 


и -% | | 
НС С—СН=СН=С=сН=снесн—С 
Е : 

Н.С С—СН, 


з | | 
ай 


СН 


В-каротин 


прост 
Го цвета, 
‚Иу-каро- 


Особенно много каротина содержит 
нате, салате, абрикосах. Животные а в моркови, шпи- 
на ельно меньше каротина. о ни содержат зна- 
ты им кора надпочечников, желто кивотных наиболее 
менники. : < тело яичника, се- 
При попадании каротина в организм чел 
тическое расщепление его происходит по овека гидроли- 
мента каротиназы. Таким образе, м фер- 
заменять витамин А в питании в 
В связи с этим определение каротина в пищевых 
тах и в тканях и жидкостях организма едивля ИИ 
шой интерес. Метод определения основан на за 
вании каротина спиртом и петролейным эфиром. По у даланиЕ 
спирта, а затем петролейного эфира определяется ин- 
тенсивность окраски остатка, которая пропорциональна 
количеству каротина. 

Методом Рачевского обычно определяют каротин в сы- 
воротке крови. В растительных пищевых продуктах каро- 
тин болыней частью содержится наряду с другими каро- 
тиноидами, поэтому непосредственно определить его со- 
держание описанным методом невозможно. Метод Рачев- 
ского, однако, с успехом применяется для определения 
каротина, после отделения других каротиноидов при 
помощи хроматографической адсорбции (см. стр. 93). 

В норме в сыворотке крови человека содержание каро- 
тина колеблется от 0,01.до 0,06 мг%. Сыворотка крови 


травоядных животных значительно богаче каротином и 


обычно содержит другие каротиноиды. : 
будет описан В упрощенной 


Метод Рачевского нами 
форме. 

Приборы. 1. Микропипетка на 0,1 мл. 
о Пипетка на 2 Мл. 
3. Стеклянная палочка. 
4. Толстостенная пробирка. 
5. Градуированная пипетка на 1 млс на- 

детой на нее каучуковой ТРУ 

6. Фарфоровая чашечка. 
7. Электрическая плитка. 


1: Этиловый спирт. 
2. Петролейный ‚эфир 

кипения 50”): 
з. Сыворотка крови : 


Реактивы. емпература 


еее 


Ход работы 


1. В сухую толстостенную пробирку отмеривают 0 
сыворотки крови и 2 мл спирта. ›1 мл 

2. Перемешивают стеклянной палочкой 
пробирки в продолжение 2 минут. 

3. Приливают 2 мл петролейного эфира, закрыва 
пробирку пробкой и слегка перемешивают содержимое п ют 
бирки, придерживая пробку. и: 

4. Прибавляют в пробирку по каплям 9 мл 


содержимое 


дестиллиро- 


ванной воды и оставляют пробирку стоять на 5 минут 


Рис. 4. Отсасывание эфирного раствора 
каротина. 


5. Осторожно отсасывают (рис. 4) с помощью градуи- 
рованной пипетки 1 мл жидкости из верхнего слоя (эфир- 
ный раствор) и выпускают ее по каплям (пользуясь зажи- 
мом) на дно чистой и сухой фарфоровой чашечки, нагре- 
той до 40°. Выпускание эфирного раствора по каплям дает 
возможность испариться каждой предыдущей капле. 

6. Прекращают выпускание эфирного раствора, как Толь- 
ко на дне фарфоровой чашечки появится отчетливое 
желтое колечко, что соответствует, по Рачевскому, 
около 0,05 иг каротина. 

7. Производят отсчет миллилитров эфирного раствора, 
прилитого на дно фарфоровой чашечки, и делают соответ- 
ствующие вычисления для определения количества каро- 
тина в сыворотке крови. Эти вычисления будут ясны из 
следующего примера, 
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Рис. 5. Разделение каротиноидов красного перца 


на колонке. 
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в й на колонке. 
К й у 
8 И 
я 


ий 


В настоящее 
ных вариантах + 


опустим, эфирного раствора прилито на дно фарфо- 
ой чашечки 0,4 мл, тогда в 100 мл сыворотки каротина 


ров 
0,05-2.100 _ © 
будет 040 > 50 г, где 0,1 — количество милли- 


литров сыворотки, взятое для анализа, а 2 — количество 
миллилитров эфирного раствора каротина. 


РАЗДЕЛЕНИЕ КАРОТИНОИДОВ МЕТОДОМ 
ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОЙ АДСОРБЦИИ ПО ЦВЕТУ 


Жирорастворимые пигменты, близкие по химическому 
строению к каротину, называют каротин оидами 
или липохромами. От каротиноидов зависит 
окраска моркови (главным образом В-каротин), помидоров 
(главным образом ликопин), плодов шиповника, красного 
перца и многих других плодов, овощей и ягод. 

Способностью образовывать витамин А в организме 
обладают только собственно каротины (см. стр. 90). В связи 
с этим бывает важно определить качественное и количест- 
венное содержание каротина в продуктах, содержащих 
и другие каротиноиды. : 

Для целей разделения каротиноидов наиболее удобен 
метод хроматогра фии, разработанный М. С. Цве- 
том. Принцип хроматографии заключается в применении 
адсорбции (или другого метода разделения) в дина- 
мике; например, путем пропускания раствора исследуемого 
материала через колонку адсорбента. 

В настоящее время хроматографическая методика в раз- 
ных вариантах находит очень. широкое применение в научно- 
исследовательской работе .и аналитическойд практике 


‚ 17 

(м. ТР. о мотографического анализа каротиноиды”извле- 
кают из исследуемого материала бензином или петролеи- 
ным эфиром и пропускают через колонку адсорбента м 
алюминия, кальция или магния, углекислый а др). 
При этом пигменты разделяются наокраше Е о 
лось, в зависимости я Е адсорбир 

те (рис. 5). 
о а "промывать чистым а 
то полосы пигментов сдвигаются вниз по ходу Е = рас 
творителя и поочередно вымываются из Колонк". н 


УР 


НЕ 
ИЕ 


р * |: зе. == < 
се С 
== 


| 


каротины располагаются в колонке ниже других кароти. 
ноидов, то их легко собрать при промывании колонки рас- 
творителем и определить количественно колориметрически 
Способы количественного определения каротина с по. 
мощью хроматографии по М. С. Цвету разработаны Государ- 
ственной контрольной витаминной станцией. Эти способы, 
однако, трудно использовать в студенческом практикуме, 
так как они требуют много времени и реактивов. Мы 
ограничимся поэтому описанием качественного разде- 
ления каротиноидов на хроматографической колонке. 
Приборы. 1. Ступка с пестиком. 
2. Воронка с сухим фильтром. 
3. Прибор для хроматографии (рис. 6). 
4. Водоструйный насос. 
5. Химический стаканчик. 


6. Цилиндрик градуированный. 
7. Вата. 


алюминия 


> 


реактивы. 1. Е (температура кипения 
% =: а сухой (можно заме- 
орковью или шиповни- 
3. м алюминия, прокаленная (при- 
отовление см. стр. 327, п. 28). 


Ход работы 


1. Растирают в ступке около 1 г сухого красного перца 
с 10 мл бензина. При этом каротиноиды переходят в бен- 
зиновую вытяжку. Полученную вытяжку отфильтровывают 
в стаканчик через сухой фильтр. 

9 Заполняют колонку для хроматографии. Для этого 
в место сужения колонки вводят стеклянной палочкой ку- 
сочек ваты толщиной около 1 см. Затем мелкими порциями 
всыпают около 7 г окиси алюминия и утрамбовывают ®е 
каждый раз стеклянной палочкой. 

3. Наливают в колонку 57 мл бензина. Присоединяют 
колбу для отсасывания (от прибора) к водоструйному на- 
сосу и пускают насос, отрегулировав его таким образом, 
чтобы бензин равномерно пропитал весь адсорбент (окись 
алюминия) и из колонки вытекало бы 95—30 капель в МИ- 
нуту. я 
4. Когда уровень растворителя подойдет к поверхности 
окиси алюминия, в колонку наливают 2—8 Мл экстракта 
каротиноидов из перца (или 5—6 мл из ее или шипов- 
ника не меняя ско ости отсасывани - 

т: колонки я адерживаются ксантофиллы, иже 
идут полосы ликопина, у-каротина, В-каротина и “кар 
тина (рис. 5). 

5. Е = тем, чтобы колонка адсорбента была а 
покрыта жидкостью и В ера массу не по 
пузыръки ха, при авляют Н 
2—3 мл бен следят за передвиже 
колонке. 

Н В, (ТИАМИН) 


также тиамином ИЛИ 
створимым 


РЕАКЦИЯ НА ВИТАМИ 


Витамин В+, называемый ый 
аневрином, относится к вод 
авл 
витаминам группы Химически он предст 
п 
сложное соединение содержащее п 
итиазоловое * кольца. Тиамин, дважды фосфор Е 


рованный по спиртовой гидроксильной группе, выполняет 
функции коферментовв декарбоксилазы и де 
гидразы пировиноградной кислоты. 


м=С— МН, С! 


нс С—СН,—СН,ОН 
х/ 
$ 


Тиамин (витамин В;) 


Недостаток витамина В, прежде всего выражается 
в поражении периферической нервной системы—множе- 
ственном полиневрите, известном под названием «бери- 
бери». 

Тиамин образует соединение розового цвета с диазо- 
фенилсульфоновой кислотой (диазореактив) и, при отсут- 
ствии других веществ, дающих окраску с этим реактивом, 
может быть обнаружен химически. 


Приборы. Штатив с пробирками. 
Реактивы.1. Щелочной раствор (приготовление см. 
стр. 334, п. 67). 
2. Диазореактив (приготовление см. 
стр. 323, п. 14). 
3. Тиамин, 0,01% раствор, подкислен 
ный соляной кислотой до рН = 3—4. 


Ход работы 


1. Наливают в пробирку около 1 мл щелочного раствора 
и добавляют к нему 10—12 капель (0,5—0,6 мл) диазореак- 
тива. 

2. Через минуту добавляют 2—4 капли раствора тиа- 
мина; желтая окраска, переходящая через 2—3 минуты 
в розовую, указывает на присутствие витамина В.. 


РЕАКЦИЯ НА НИКОТИНОВУЮ КИСЛОТУ И ЕЕ АМИД 


Никотиновая кислота иее амид представляют 
собой водорастворимый витамин комплекса В. Отсутствие 
или недостаток никотиновой кислоты или ее амида в пище 
приводит к характерному авитаминозу — пеллагре, 
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Ы-Множе. 
тем “бе 


а С Диаз 
при отт. 
реактиво, 


СН 
н со р 
НС н т ин, 
Е.С 
РК ще 
М 
Никотиновая 


Амид никотиновой 


исл 
кислота кислоты 


выражающейся в поражении нервной системы, желудочно- 
кишечного тракта и кожи. 
Противопеллагрический витамин (никотиновую кислоту 
и ее амид) называют также витамином РР. В орга- 
низме амид никотиновой кислоты является составной 
частью кодегидраз, т. е. входит в состав небелко- 
вого компонента ферментов, осуществляющих окисление 
за счет отнятия водорода. 
Никотиновая кислота дает розово-фиолетовую окраску 
с 2,4-динитрохлорбензолом. Амид никотиновой кислоты 
образует с тем же реактивом соединение красного цвета. 
Нормальная моча содержит производные НИКОТИНОВОЙ 
кислоты, главным образом в виде М-метилникотинамида, 
который может быть открыт в моче упомянутым реактивом 
после удаления окрашенных веществ, мешающих реакции. 
Отсутствие этой реакции в моче указывает на авита- 
миноз РР. 


С 
И\— мо, (о - сом, 
| | 
| | 

и 

‚= ‹ 

МО» С 

2,4-Динитрохлор- не вре 


бензол 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
о. Водяная баня. 
3. Воронка с фильтром. с 


4. Пипетка на 10 мл с де ы 


2 Практикум по биологической химии 


5. Фарфоровая чашка. 

6. Стеклянная палочка. 

7. Пипетка с грушей или маленький ЦИ- 
линдрик. 

Реактивы. 1. Древесный уголь. 

2. 2,4-Динитрохлорбензол, 1% Раствор в 
спирте. 

3. Едкий натр, 0,1% раствор в спирте, 

4. Никотиновая кислота, 0,1% раствор. 


Ход работы 
1. Реакция на никотиновую кислоту 


1. Наливают около | мл раствора никотиновой кислоты 
в фарфоровую чашку и упаривают досуха на водяной бане. 

2. При помощи пипетки с грушей или маленького 
цилиндра добавляют около 1 мл спиртового раствора 
2-4-динитрохлорбензола (ядовит!) к сухому остатку и тща- 
тельно перемешивают содержимое стеклянной палочкой. 

3. Снова упаривают досуха на водяной бане и продол- 
жают нагревание сухого остатка в течение 10—15 минут. 

4. Дают фарфоровой чашке: остыть до комнатной темпе- 
ратуры и добавляют около 3 мл спиртового раствора щелочи. 
Отмечают розово-фиолетовый цвет жидкости. 


П. Открытие амида никотиновой кислоты в моче 


1. Наливают около 5 мл мочи в пробирку, добавляют 
щепотку древесного угля и встряхивают 3—4 минуты. Моча 
при этом обесцвечивается вследствие адсорбции на угле 
пигментов мочи. Никотиновая кислота, ее амид и другие 
производные остаются в растворе. 

2. Отфильтровывают около 3 мл обесцвеченной мочи 
в фарфоровую чашку и упаривают фильтрат досуха на 
водяной бане. 

3. Поступают далее так же, как и с раствором никоти- 
новой кислоты, начиная с пункта 2. Наблюдают красное 
окрашивание от амида никотиновой кислоты. 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИТАМИНА С 


Витамин С (аскорбиновая кислота) яв- 
ляется одним из важнейших факторов питания. Роль его 
в обмене веществ до сих пор не выяснена полностью, хотя 
большое значение его для жизненных процессов несомненно. 
Полагают, что участие аскорбиновой кислоты в биохимиче- 


98 


| 


ских реакциях связано с ее ок ислител 
новительными свойствами 
Недостаток или отсутствие витамина С в 
продолжительного времени приводит к тя 
ванию, известному под названием цынг 
бута. ЯвлениягиповитаминозаС 


. (Утом. 
небольшие кровоизлияния) наступают при Но 
тамина С довольно скорс. татке ви- 


Аскорбиновая кислота весьма нестойка и 
окисляется на воздухе (этот процесс идет быстрее в т 
ной среде и в присутствии следов тяжелых мета Оу 098 
бенно меди). Поэтому в овощах и фруктах при хранения 
витамин С постепенно разрушается. Свежие овощи и фрукты 
вследствие этого всегда богаче витамином С. 

Нагревание (при приготовлении пищи) ускоряет окис- 
ление (разрушение) витамина С. Следует поэтому избегать 
продолжительного кипячения пищевых продуктов, содер- 
жащих этот витамин. 

Содержание витамина С в некоторых пищевых продук- 
тах представлено в табл. 2. 


ьно-восста- 


пище в течение 
желому заболе- 
и, или скор- 


Таблица 2 
Содержание витамина С в некоторых 


продуктах 
Количество аскорби- 
новой кислоты в мг 
Наименование продуктов на 100 г сырого 


продукта 


Шиповник, сухой очищен- ы 
ный, разные виды ...| О0Т 120 до 25000 


Смородина черная .... 100—400 
а ели, сосны .....: 150—250 
Надпочечники быка (кора) 150—190 
Петрушка—зелень .... 100 
Амон ВЕР: 40 
Капуста белокачанная .. 25—66 ; 
Молоко кобылье и кумыс со 


Картофель .....* = ие 
Молоко женское ...-'* 


1 Северные разновидности вн се 
гаче витамином С, чем южные. Е Ва 
шеный шиповник содержит обычно от ь 


аскорбиновой кислоты- 2 р 


Аскорбиновая кислота может восстанавливать 26 
хлорфенолиндофенол. При этой реакции витамин С пе в: 
дит в окисленную форму (дегидроаскорб НР 
вую кислоту). 0- 

Реакция идет следующим образом: 


ОТВЬ 
Ки ОН - 


2,6-Дихлорфенолиндофенол 


Аскорбиновая 
кислота 


ь А © 
А А ‚= 


С Н 
Лейкоформа (т. е. восстановленная, бес: 


цветная форма) 2,6-дихлорфенолиндо- 
фенола 


Дегидроаскорбино- 
вая кислота 


Водный раствор натриевой соли 2,6-дихлорфенолиндо- 
фенола окрашен в сини й цвет, благодаря синей окрас- 
ке аниона дихлорфенолиндофенола; 
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в кислой среде недиссоциированна 
кула дихлорфенолиндофенола имеег розов а 
ку, при восстановлении же он =. Е 
чивается. Окраска зависит от наличия я с 
структуры, ‘которая переходит в бензольное коль при 
восстановлении (обесцвечивании). г“ 
Изменениями окраски этого индикатора и пользуются 
как для качественной реакции на витамин С, так и для 
в. количественного определения его. 
ОН. Следует, однако, помнить, что реакция с 2,6-дихлорфе- 
м нолиндофенолом имеет недостатки, которые могут обуслов- 
ливать целый ряд ошибок. Источниками этих ошибок могут 


являться: 
ол 1. Наличие витамина С не только в восстановленной 
ь форме, но и в других формах — дегидроаскорбиновая ки- 


слота и связанная аскорбиновая кислота. В этих случаях 
. < витамин С не `обесцвечивает краски, но биологически 
&: активен. 
Е 2. Присутствие в исследуемых водных вытяжках раз- 
личных восстанавливающих веществ (дубильные вещества, 
цистеин, глютатион и др.), которые также могут реагировать 
с 2,6-дихлорфенолиндофенолом. 
3 3. Присутствие различных пигментов, затрудняющих 
5 наблюдение за изменением окраски. 

Ввиду этого был предложен ряд модификаций, которые 
в значительной мере устраняют указанные недостатки ре- 
акции с 2,6-дихлорфенолиндофенолом. Описание этих мо- 
дификаций, часто сильно усложненных, можно найти в спе- 
циальной литературе. 


1. Качественная реакция на витамин С 


з б И 

я Приборы. Штатив с пробирками. 

ии Р . ь 1. Соляная кислота, 10% раствор. 
оли еактивы. 1. 

г. 7 2.6-дихлорфенолиндофенол, натрие- 


вая соль, 0,001 н. раствор (приготов- 


ление см. стр. 324, п. 16). 
3. Исследуемый раствор (приготовление 
| см. стр. 102, «Количественное опре- 
деление витамина С»). 


4. Перекись водорода, 3% раствор. 


тот 


Ход работы 
1. Наливают в две пробирки по 9—3 мл исслед 


ем 
раствора. Уно 


2. В одной из пробирок разрушают витамин С путе 
добавления нескольких капель перекиси водорода и Е. 
чения. 

3. Добавляют в обе пробирки по 1—2 капли раствора 
соляной кислоты и затем (при легком встряхивании) по 
каплям раствор натриевой соли 2,6-дихлорфенолиндофе- 
нола. При наличии витамина С раствор обесцвечивается. 
При дальнейшем прибавлении индикатора раствор окра- 


шивается в розовый цвет, так как вся аскорбиновая ки- 


слота в пробе уже окислена и индикатор более не восста- 
навливается. В пробирке, где витамин С был разрушен, 
обесцвечивания не происходит и даже от 1—2 капель инди- 
катора появляется розовое окрашивание. 


П. Количественное определение витамина С 


Количественное определение аскорбиновой кислоты ос- 


новано на описанной выше реакции с 2,6-дихлорфенолиндо- 
фенолом. Пользуясь изменением окраски, по количеству 
реактива, израсходованного на окисление витамина С, 
можно определить количество витамина С в исследуемом 
материале. 

Излагаемый ниже упрощенный метод определения вита- 
мина С, предложенный Государственной контрольной ви- 
таминной станцией, прост и удобен; однако не следует за- 
бывать, что реакция с 2,6-дихлорфенолиндофенолом имеет 
недостатки, которые могут обусловливать ряд ошибок. 

Приборы. 1. Конические колбочки на 50 мл. 

2. Фарфоровая ступка с пестиком. 

3. Бюретка на 10 или 25 мл. 

4. Пипетка на 3 мл. 

5. Мерный цилиндр или пипетка на 10 мл 
с делениями. 

6. Воронка с фильтром. 

Реактивы. 1. Соляная кислота, 2% раствор. 

2. 2,6-Дихлорфенолиндофенол, натриевая 
соль, 0,001 н. раствор (приготовле“ 
ние см. стр. 324, п. 16). 

3. Стекло, мелко истолченное. 

4: Шиновник или хвоя. 


Ход работы 


1. Берут точную наве 
| около 1 Г Уно, ку ОКолО т Шиповник иди 
2. Отмеривают соответств 
| к ‚| т Вало и 9,9 мл (или 9 мл в случае 
| 3. Растирают навеску в ступке с щепоткой битого стек- 
ла, постепенно добавляя небольшими порциями отмерен- 
ное количество раствора соляной кислоты. з 

4. Быстро отфильтровывают в сухую колбочку несколько 
миллилитров полученной вытяжки. 

5. Отмеривают пипеткой 3 мл фильтрата в коническую 
колбочку и оттитровывают из бюретки 0,001 н. раствором 
натриевой соли 2,6-дихлорфенолиндофенола до слаборозо- 
вого окрашивания, удерживающегося полминуты. 

6. Вычисляют количество витамина С, зная, что 1 мл 
0,001 н. раствора натриевой соли 2,6-дихлорфенолиндофе- 
нола соответствует 0,088 мг аскорбиновой кислоты (моле- 
кулярный вес аскорбиновой кислоты равен 176, а грамм- 
эквивалент — 88 г), и учитывая разведение и количество 


исходного вещества. 
Конкретный пример пояснит вычисления, которые необ- 


ходимо произвести. 
Навеска шиповника равна 0,094 г (94 мг). 
Общее количество водной вытяжки из навески — 10 мл. 
Взято вытяжки на титрование — 3 мл. 
Пошло на титрование 8,72 мл 0,001 н. раствора 


2.6-дихлорфенолиндофенола. 
Тогда содержание аскорбиновой кислоты в исследуемом 


шиповнике составит: 
8,72.0,088.10.100 — 272%. 
3.94 


РЕАКЦИЯ НА АДРЕ НАЛИН 


Гормон мозгового вещества надпочечников —адр 2 
| налин обладает сосудосуживающим дей- 
г . ствием и влияет на обмен веществ, повышая с0- 
, держание сахара в крови (см. стр. 147). 
Адреналин дает цветные реакции с молибдатом и ни- 
тритом и с хлорным железом. Реакция с хлорным железом 
зависит ие о ОКО 


ровки в молекуле адреналина. 
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Адреналин 


Приборы. 1. Фарфоровая чашечка или крышка 
от тигля. 
2. Штатив с пробирками. 
Реактивы 1. 1. Нитритно-молибдатный — реактив 
(приготовление см. стр. 327, п. 27). 
2. Соляная кислота, 2% раствор. 
3. Едкий натр, 4% раствор. 
4. Хлорное железо, 3% раствор. 
5. Адреналин, 0,025% раствор (1:4 000) 
6. Пирокатехин, 0,05% раствор. 


Ход работы 


Г. 1. Помещаюг каплю раствора адреналина в фарфоро- 
‚вую чашечку, добавляют каплю 2% соляной кислоты, кап- 
лю нитритно-молибдатного реактива и перемешивают стек- 
лянной палочкой. Наблюдают желто-оранжевую окраску. 

2. Добавляют каплю раствора щелочи; окраска стано- 
`вится малиновокрасной. 

3. Прибавляют 2—3 капли раствора соляной кислоты. 
Окраска переходит в лимонножелтую. 

П. 1. В пробирку наливают около 1 мл раствора пиро- 
катехина и добавляют каплю раствора хлорного железа. 
Появляется характерная зеленая окраска. 

2. В другую пробирку наливают около | мл раствора 
адреналина и добавляют каплю раствора хлорного железа. 
Наблюдается зеленая окраска, вследствие наличия остатка 
пирокатехина, входящего в молекулу адреналина. 

3. Добавляют в обе пробирки по 1—2 капли раствора 

щелочи. Окраска переходит в виннокрасную. 


1 Реактивы 1, 2, 3, 4иб5 желательно иметь в капельницах. 


ЛИПИДЫ И ИХ ОБМЕН 


Понятие «липиды» более широкое, чем’ жиры, 
и охватывает, помимо собственно жиров, также и жи ро- 
подобные вещества, _ или липоиды: фосфатиды 
и стериды. 

К липоидам обычно относят также свободные сте ри- 
ны (стеролы) и некоторые другие соединения. 

Общим свойством всех липидов является раствори- 
мость в жировых растворителях: диэ- 
тиловом эфире, хлороформе, бензоле, сероуглероде, пет- 
ролейном эфире, горячем спирте и др., и нераствори- 
мость в воде. 

Липиды широко распространены в живой природе и 
встречаются практически в каждой клетке. Многие липиды 
и их производные представляют собой биологически актив- 
ные вещества. 

Собственно жиры играют болыпую роль в питании 
(коровье масло, сало, растительные масла и т. п.) благодаря 
своей высокой калорийности (9000 калорий). 
Кроме того, отложенные в организме жиры (жировая ткань) 
являются запасными питательными веществами, а также 


‚ предохраняют внутренние органы от механических повреж- 


дений и организм от охлаждения. 
Липоидами особенно богата нервная ткань, 
половые железы, сперма, кора надпочечников `. 
Важную биологическую роль играют 
стерины и их производные (половые гормоны, 


желчные КИСЛОТЫ И Т, П.). 


ОБНАРУЖЕНИЕ ЖИРОВ 
Жиры дают характерное масляное пя тно, 


Например, на бумаге. 
—_—.. 


ного занима- 
* Изучением обмена липоидов в нервной ткани м 


`Лись А. В. Палладинои Г. Я. Городисская. _ 


Реакцией на присутствие жира может служить так на- 
зываемая акролеиновая про ба. ‚Акролеиновой 
пробой открывается в жирах глицериновый остаток, ко- 
торый при нагревании жира частично переходит в свобод- 
ный глицерин. Глицерин далее теряет воду и образует 
ненасыщенный альдегид —акролеин, легко обнаружи- 
ваемый по специфическому раздражающему запаху. 


О 
ий 
СН5ОН С—Н 
вез 2н.о 
СНОН СН АН 
| 
‚ СН.ОН СНь 
Глицерин Акролеин 


Акролеин может образоваться при пережаривании пищи 
^и от его присутствия в значительной мере зависит резкий, 
удушливый запах кухонного чада. Акролеиновую пробу 
производят, нагревая жир в присутствии бисульфита калия 
или натрия (в качестве водоотнимающего средства). 
Липиды, не содержащие глицерина (воск, жирные кис- 
лоты, стерины и т. п.), акролеиновой реакции не дают. 
Приборы. 1. Штатив с сухими пробирками. 
2. Стеклянная палочка. 
Реактивы. 1. Подсолнечное масло или какой-нибудь 
другой жир. 
2. Воск. 
3. Кислый сернокислый калий, сухой. 
4. Писчая бумага. 


Ход работы 


Г. Проба на образование пятна 


Наносят стеклянной палочкой каплю жира на кусок 
бумаги. Наблюдают появление сального пятна, не исче- 
зающего при нагревании. . 


П. Акролеиновая проба 


1. Помещают в сухую пробирку 1—2 капли жира, до- 
бавляют щепотку сухого кислого сернокислого калия и 
нагревают до появления белых густых паров. Резкий раз- 
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ий запах (ос 
дражающ торожно!) гово 
ва ) Рит 0б образовании 


2. Производят ту же реакцию ск 
вания акролеина не происходит, т 
не содержит остатка глицерина. 


усочком воска. Образо- 
ак как молекула воска 


РАСТВОРЕНИЕ И ЭМУЛЬГИРОВАНИЕ ЖИРОВ 


= ре НЫ воде, но раство- 
их жидкостях. С водой жир 
может образовать эмульсию, т. е. дисперсную систему 
из двух несмешивающихся жидкостей. Эмульсия, однако, 
неустойчива и при стоянии жир вновь всплывает на поверх- 
ность, образуя два слоя — жировой и водный. Если же 
к смеси добавить немного белка или щелочи, мыла, шелочно 
реагирующих солей (соды), желчи или некоторых других 
веществ, то при взбалтывании эмульсиястанет устой- 
чивой. Стойкость эмульсии зависит от того, что эти 
вещества понижают поверхностное натя- 
жение между поверхностными слоями жировых шариков 
и раствором белка или мыла, получающегося при взаимо- 
действии жира со шелочами. Понижение поверхностного 
натяжения препятствует слипанию жировых капель и 
благодаря этому удерживает эмульсию в стойком состоянии. 
Примером такой эмульсии может служить молоко. Желчь 
в особенности обладает свойством эмульгировать жиры, 
так как содержит соли желчных кислот, сильно понижающие 
поверхностное натяжение. Это свойство желчи имеет боль- 
шое значение для переваривания жиров в организме, так 
как во много раз увеличивает поверхность соприкоснове- 
ния жира с липазой поджелудочной железы. 
Приборы. 1. Штатив с сухими пробирками. 
2. Водяная баня. 
Реактивы. 1. Бензин или керосин. 

2. Бензол. 

3. Хлороформ. 

4. Четыреххлористый углерод. 

5. Диэтиловый эфир. | 

6. Этиловый спирт. 

7. Подсолнечное масло или какой-либо 

той жир. 
8. о о (приготовление см. 
стр. 329, п. 36). 
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9. Едкое кали, 1% раствор. 

10. Натрий углекислый, 1% раствор. 
11. Мыло, 1% раствор. 

12. Желчь. 


Ход работы 


Г. 1. Помещают в 6 сухих пробирок по 3—4 капли ис- 
следуемого жира. 

2. Добавляют в первую пробирку 2—3 мл бензина или 
керосина, а во вторую — 2—3 мл бензола и далее, добав- 
ляют в соответствующие пробирки хлороформ, четыреххло- 
ристый углерод, диэтиловый эфир и, наконец, этиловый 
спирт. Наблюдают хорошую растворимость жира во всех 
указанных растворителях и слабую в спирте 1. 

П. 1. В 6 пробирок помещают по 3—4 капли исследуе- 
мого жира и по 2—3 мл дестиллированной воды. Необходимо 
следить за тем, чтобы количество как воды, так и жира 
в разных пробирках было приблизительно одинаковое. 

2. Добавляют в первую пробирку несколько капель 
раствора белка, во вторую — несколько капель раствора 
едкого кали, в третью — несколько капель раствора соды, 
в четвертую — несколько капель раствора мыла, в пятую— 
несколько капель желчи и, наконец, в шестую пробирку 
не добавляют ничего (она будет служить контролем). 

3. Помещают на короткое время все шесть пробирок в го- 
рячую водяную баню для расплавления жира. Если жир 
жидкий, то нагревание в бане излишне. Вэзбалтывают со- 
держимое всех пробирок, ставят их по порядку в штатив 
и наблюдают образование в первых пяти пробирках от- 
носительно устойчивой эмульсии, а в шестой пробирке 
(контроль) — расслоение неустойчивой эмульсии на жир 
и воду. 


ПЕРЕВАРИВАНИЕ ЖИРОВ 


Переваривание (гидролиз) жиров У человека начи- 
нается, хотя и в незначительной степени, в желудке. Г лав- 
ным местом. переваривания жиров яв- 
ляется двенадцатиперстная кишка. Ли- 


1 Во избежание пожа 
римость в комнате необ 
баня должна б 

. следование за 
комнаты, ит 


108 


ра при исследовании жиров на их раство- 
ходимо потушить‘ все горелки. Водяная 
ыть предварительно нагрета до кипения. Когда ис- 
кончится, огнеопасные реактивы следует унести из 
олько после этого можно зажигать огонь. 


паза панкреатического сока выделяется 

железой частично в неактивном аи РО 

липаза под действием желчи переходит в и неактивная 

поджелудочного сока проявляет свое ИЕ о 
оч- 


ной, так и в нейтральной и кислой средах !. В 
соке также содержится липаза. о ЫЫ 


В результате действия липаз жи 
ролизу, расщепляясь при этом на гл 
лоты. 

Так, например, гидролиз триглицерида — пальмито- 
олеостеарина — протекает по следующему уравнению: 


св, .0- ОС СВУОВЬ 
ты - О. ОС. (СН), - СН = СН. (СН»),  СН,+ЗН,0 — 
СНь - О + ОС. (СН СН, 


Пальмитоолеостеарин 


ры подвергаются гид- 
ицерин и жирные кис- 


сН,ОН 


| 
—-> СНОН + СН, . (СН - СООН + 


Пальмитиновая кислота 


СН.ОН 
Глицерин - 
+СН,-(СН.),-СН=СН.(СН»),-СООН+- СН; (СН») в -СООН 
Олеиновая кислота Стеариновая кислота 


Гидролиз жиров удобнее всего наблюдать при помощи 
липазы панкреатического сока. В качестве субстрата лучше 
всего взять молоко, жир которого, находясь в эмульгиро- 
ванном состоянии, быстро расщепляется на глицерин 
и жирные кислоты. Последние можно оттитровать щелочью. 

Приборы. 1. Конические колбы емкостью на 

250 мл, 4 шт. у 
2. Мерный цилиндр на 50 мл. 
3. Водяная баня. 
4. Термометр. 
5. Пипетки на 10 мл. 
6. Пипетки на 2 мл. 


п 
1 Оптимум рН поджелудочной липазы колеблется в пределах 


от 7,0 до 9,5 в зависимости от субстрата. 
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7. Фарфоровая ступка с п 
8. Ножницы. 
9. Воронка. 
10. Фарфоровая чашка. 
11. Штатив с пробирками. 
12. Марля. 
Реактивы. 1. Поджелудочная железа ( 
свиньи) свежая 1. 
2. Молоко, прокипяченное и охл 
ное до 37°. 
3. Фенолфталеин, 0,1% раствор в спирте. 
4. Едкий натр, 0,1 н. раствор. 
5. Желчь. 


Ход работы 


1. Очищают поджелудочную железу от жира и измель- 
чают ее ножницами ?. 

2. Около 5 г измельченной поджелудочной железы по- 
мещают в ступку и тщательно растирают с 10—15 мл воды 
в течение 4—5 минут. 


3. Полученную смесь отфильтровывают в пробирку 
через 2—3 слоя марли. 

4. В две колбы (№1 и 2) отмеривают цилиндром по 
50 мл молока и добавляют в каждую колбу по 2 мл отфиль- 
трованной вытяжки липазы. В колбу № 1 добавляют, кроме 
того, 5—6 капель желчи (для активирования липазы). 

5. Быстро перемешивают содержимое каждой колбы. 
Сейчас же отбирают по 10 мл жидкости и переносят их в две 
другие колбы (для титрования). 

6. Первые две колбы (№1 и 2) помещают в водяную 
баню при 37°. 

7. В колбы для титрования прибавляют по 10 мл дестил- 
лированной воды и по 2—3 капли раствора фенолфталеина?. 

8. Оттитровывают содержимое каждой колбы 0,1 н. щело- 
чью до слаборозового окрашивания при непрерывном и тща- 


естиком. 


например, 


ажден- 


отовой вытяжкой липазы (приготовле- 


т Можно пользоваться г 
ние см. стр. 322, п. 6). 

2 Измельчение можно 
ходимо большое количеств 
рубкой. 


3 В качестве индикатора пользуются фенолфталеином, так 


вести в фарфоровой чашке. Если необ- 
о липазы, то можно пользоваться мясо- 


как титруют слабу 
при нейтрализации 
ную реакцию. 
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ю кислоту сильным основанием и образующаяся 
соль, вследствие гидролиза ее, дает слабо щелоч- 


тельном помешивании. По окончании титрова 
результаты; содержимое выливают и колбы т зап 
9. Еще три-четыре раза через каждые т 
из колбы № 1 и колбы № 2 пробы по 10 мл ио МИН 
их с водой и фенолфталеином, как о мы 
10. Сравнивают, объемы 0,1 н. шелочи а 
титрование каждой пробы из колб № 1 ее 
ая их по времени 2 - 
и р: р ‚› вычерчивают кривые расщепле- 


исывают 
но моют. 
Ут берут 


мл д7нори 


Время $ минутах 


7-липаза, активированная желчью 
2- липаза без желчи 


Рис. 7. Кривые расщепления жира. 


1—липаза, активи ованная желчью; 2—липаза 
ез желчи. 


Так как гидролиз идет постепенно, количество освобож- 
дающихся жирных кислот нарастает во времени (рис. 7). 

Как видно из приведенного примера (рис. 7), желчь 
(собственно соли желчных кислот) имеет большое значение 
для переваривания даже такого сильно эмульгированного 
жира, как жир молока. Роль желчи для переваривания 
других жиров еще важнее, так как, помимо активации 
липазы, желчь переводит жиры В эмульгированное состоя" 
ние (а также способствует всасыванию жирных кислот). 

При недостаточном поступлении желчи в кишечник 
жиры переходят в кал почти неизмененными. Так, напри- 
мер, при закупорке желчного. протока в кале обнаружи- 
вается много неусвоенного жира. 


РЕАКЦИИ НА АЦЕТОНОВЫЕ ТЕЛА 
Ацетоновыми, или кетоновыми, ый 
называют ацетон — СНз-СО:СНз, ака. 
ы. спо СНЫ СОВЫ ЗЕ 
ляную В се <: 


сы ииныХ АИ 


Эти вещества являются продуктами неполного окисле- 
ния жиров. При нормальном обмене углеводов 8-оксимасля. 
ная и ацетоуксусная кислоты окисляются почти полностью 

При нарушении окисления этих веществ они обнару. 
живаются в моче наряду с ацетоном, который Образуется 
из ацетоуксусной кислоты в результате декарбоксилирова- 
НИЯ: 


СН» : СО. СН5СООН —-*СН, - СО - СН, + СО, 


Ацетоуксусная кислота Ацетон 


В моче здорового взрослого человека содержится обычно 
незначительное количество ацетоновых тел. Однако, если 
человек или животное продолжительное время питается 
пищей, содержащей мало углеводов (т. е. пищей, состоящей 
почти исключительно из белков и жиров), то в моче появ- 
ляется заметное количество ацетоновых тел. Такое же яв- 
ление наблюдается и при полном голодании. 

Особенно резкое повышение содержания ацетоновых тел 
наблюдается в моче больных диабетом. 

Значительное содержание ацетона обнаруживается по 
характерному плодовому запаху. 

Ацетон может быть открыт по образованию 


иодоформа при реакции с иодом в присутствии ще- 
лочи: 


СНзСОСН; -+ 3}]а + 4МаОН -> СН] з + СНзСООМа + 


Ацетон Иодо- 
форм 
+ ЗМа.] + ЗНО 


Ацетон и ацетоуксусная кислота, а также В-оксимасля- 
ная кислота (после окисления ее в ацетоуксусную) обна- 
руживаются по пурпурно-фиолетовому окрашиванию 
с нитропруссидом: Маз [Ее(СМ№), МО]. Ацетоук- 
сусная кислота дает вишневокрасное окрашива- 
ние с хлорным железом. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Пипетка на 5 мл с делениями. 
`3. Стаканчик на 50 мл. 
4. Мерный цилиндр. 

Реактивы. 1. Ацетон, 0,5% раствор. 

2. Ацетоуксусный эфир, 0,5% раствор *. 


1 Ацетоуксусная кислота нестойка, поэтому обычно пользуются 
устойчивым этиловым эфиром ацетоуксусной кислоты. 
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3. Едкий натр, 10% раствор. 
4. Раствор иода в иосдистом калии (при- 
готовление см. стр. 329, п. 39). 
. Уксусная кислота, концентрированная. 
6. Нитропруссид натрия, 10% раствор, 
свежеприготовленный. 
7. Аммиак, концентрированный раствор. 
8. Хлорное железо, 10% раствор. 
9. Моча, содержащая ацетоновые тела. 
‚ 10. В -Оксимасляная кислота, 1% раствор. 
11. Перекись водорода, 3% раствор. 


Ход работы 
1. Реакция на образование иодоформа 


1. В пробирку наливают 1—2 мл раствора ацетона, до- 
бавляют около | мл раствора едкого натра и 5—7 капель 
раствора иода в иодистом калии. 

Выпадает желтоватый осадок иодоформа, 
который легко обнаруживается по характерному запаху. 

2. Проделывают реакцию с исследуемой мочой. 


П. Реакция с нитропруссидом 


а 
1. Наливают в одну пробирку 1—2 мл ны" 
ав другую пробирку — такое же количество раствор 
тоуксусного эфира. т 
ы В обе ыы" прибавляют по в м -= 
рованной уксусной кислоты и по 5—7 капель р 
тропруссида натрия. 7 сени. 
- 3. траф | содержимое каждой ыы . не 
Но наслаивают по 1—2 мл концентриро 
к — й кислоты 
В присутствии ацетона или с, — 
(т. е. в обеих пробирках) образуется пурпур 
в й мочой. 
4. Проделывают реакцию с исследуемой 


железом 
Ш. Проба на ацетоуксусную кислоту с хлорным 


— аствора ацетоуксус- 
И Е раствора хлорного 


ашивание. 
железа. Наблюдают вишневокрасное окр 


1. Наливают в пробирк 
ного эфира и прибавляют 
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` Практикум по биологической химии 


Окраска обязана комплексному соединению 
с энольной формой ацетоуксусной кислоты (или ацет 
ного эфира). 


Железа 
оуксус- 


2. Проделывают реакцию с исследуемой мочой. 

От первых капель хлорного железа в моче образуется 
осадок фосфата железа. Когда образование осадка прекра- 
тится, добавляют еще 4—5 капель раствора хлорного железа, 


Г\. Реакция на В-оксимасляную кислоту 


1. В стаканчик к 10 мл раствора В -оксимасляной ки- 
слоты (или исследуемой мочи) приливают 10 мл дестилли- 
рованной воды и несколько капель уксусной кислоты 

2. Упаривают под тягой жидкость в стаканчике до по- 
ловины первоначального объема. При этом отгоняется аце- 
тон и разрушается ацетоуксусная кислота, а В-оксимасля- 
ная кислота остается неразрушенной. Дают жидкости 
остыть и переливают ее в пробирку. 

3. Прибавляют в пробирку 1 мл перекиси водорода, на- 
гревают 1 минуту и дают остыть. В-Оксимасляная кислота 
окисляется в ацетоуксусную. 

4. Обнаруживают образовавшуюся ацетоуксусную кис- 
лоту реакцией с нитропруссидом. 


РЕАКЦИИ НА ХОЛЕСТЕРИН 


Холестерин (холестерол) является сложным од но- 
атомным циклическим вторичным спир- 
том. Так же как и многие биологически важные липиды 
(различные стерины, желчные кислоты, половые гормоны 
и гормоны коры надпочечника, витамин Ш и др.) холестерин 
является производным циклопентанопергидрофенантрена. 


р ЕЕ 
И ИК 


МУ 


Циклопентанопергидрофенантрен 


СС ЗИ 
СН» СН, СН, 


бе Зы 


Холестерин 


же: 


Холестерин в виде сложных эфиров (холестеридов) или 
в свободном виде встречается в каждой клетке человека и 
животных. Особенно много холестерина в мозгу, желчи, | 
сперме, кожном сале. В желчных камнях содержание холе- 
_ стерина иногда достигает 90%. Много содержится холесте- 
рина в овечьем кожном сале. Ланолин, употребляемый 
в медицине и получаемый из кожного овечьего сала, пред- 
ставляет собой главным образом эфиры холестерина, сс- 
держащие воду. 
Холестерин растворяется в жирах и растворителях жи- 
ров (бензоле, хлороформе, эфире, горячем спирте и др.). 
Холестерин кристаллизуется из эфирно-спиртового рас- 
твора в виде характерных пластинчатых кристаллов 
(рис. 8). | 
Для обнаружения холестерина применяется ряд цвет- 
ных реакций. Химизм этих реакций на холестерин обус- 
ловлен переводом его, путем отнятия элементов воды, из | 
вторичного спирта в непредельный углеводород. 
Приборы. 1. Штатив с сухими пробирками. | 


2. Пипетка. | 

3. Микроскоп. 

4. Предметное стекло. 

16: омьстееще, 2% раствор в смеси 
спирта с эфиром (1:2 по объему). 

2. Холестерин, 0,3% раствор всухом 


хлороформе. 


Реактивы. 
8* 115 


Ее. 


3. Холестерин, 0,1% Раствор в ледяной 
уксусной кислоте. — 
4. Серная кислота, удельного веса 1,82 
(приготовление см. стр. 332, п, 54 
5. Серная кислота, концентрированная 
6. Уксусный ангидрид. ? 
7. Хлористый бензоил (хранить в вы. 
тяжном шкафу). 
8. Хлористый цинк, кристаллический, 


Ход работы 
1. Кристаллы холестерина 


На предметное стекло наносят пипеткой 1—2 капли 
эфирно-спиртового раствора холестерина и дают спирту 
и эфиру испариться до выпадения кристаллов. 


2. Выпавшие кристаллы холестерина рассматривают 
под микроскопом (рис. 8). 


ЕЕ: 


. Рис. 8. Кристаллы холестерина. 


П. Реакция с серной кислотой (Сальковского) 


Ня 


1. В сухую пробирку наливают приблизительно по | мл 


хлороформного раствора холестерина и серной кислоты, 
удельного веса 1,82. 
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2. Осторожно встряхивая пробирку, п 
содержимое. Когда жидкость отстоится, ве ние 
ный слой оказывается окрашенным в, сы ь. 
ний —в желто-красный цвет с зеленой ния 

| еи, 


ПТ. Реакция с уксусным ангидридом 


1. В пробирку наливают 1—2 мл хло 


оформн т 
твора холестерина, приливают 6—7 капе роформного рас 


ль 
гидрида и 1—2 капли концентрированной Е . 
Жидкость хорошо взбалтывают и наблюдают бразИанИЕ 
сначала синей, затем сине-зеленой и, наконец, зеленой окрас- 

ки. При незначительных количествах холестерина в рас- 
творе может сразу появиться зеленая окраска. Растворы 
содержащие больше холестерина (1% и выше), дают сначала 
красную окраску, быстро переходящую в фиолетовую, си- 
нюю и, наконец, зеленую. 


ГУ. Реакция Чугаеват 


1. В пробирку наливают около 1 мл хлористого бензо- 
ила. Добавляют 5—10 капель раствора холестерина в ук- 
сусной кислоте и щепотку (0,1—0,2 г) хлористого цинка. 

2. Пробирку осторожно нагревают на небольшом пла- 
мени и наблюдают малиновое окрашивание раствора. 


ОБНАРУЖЕНИЕ ХОЛЕСТЕРИНА В МОЗГУ 


Нервная ткань очень богата холестерином. После вы- 
сушивания мозга холестерин можно извлечь хлорформом 
и обнаружить его характерными реакциями. 

Приборы. 1. Штатив с сухими пробирками. 


2. Фарфоровая ступка. 
Стеклянная пластинка размером 


3. 
около 10Х 10 см. 

4. Сушильный шкаф с термометром. 
5. Деревянная лопаточка. 

6. 

т 

№: 


Нож. 

Пипетки. 

Мозг. 
. Гипс. ы 
3. Хлороформ свежеперегнанный- 


так как хлористый 
о (реакция про- 


Реактивы. 


[2 


В ягой 
аботу нужно проводить под т , 
бензоил ядовит. Нагревать необходимо осторожн 


текает б з 
урно) а 


4. Серная кислота, удельного веса | 
(приготовление см. стр. 339, п т 

5. Серная кислота, концентрировани } 

6. Уксусный ангидрид. в 


Ход работы 


1. Тщательно растирают в фарфоровой ступке 3—5 т 
мозга с 2 частями (приблизительно) гипса. 

2. Размазывают лопаточкой густую массу тонким слоем 
по стеклянной пластинке и высушивают в сушильном шкафу 
при 40°. 

3. Сухую массу счищают ножом в сухую ступку, расти. 
рают и переносят в сухую пробирку. 

4. Полученный порошок заливают 5—6 мл хлороформа 
и содержимое пробирки тщательно взбалтывают в течение 
5—10 минут. 

5. Фильтруют в сухую пробирку через сухой фильтр. 

6. С полученным фильтратом проделывают реакцию 
с серной кислотой и реакцию с уксусным ангидридом. 


* КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ХОЛЕСТЕРИНА 
В КРОВИ ПО ЭНГЕЛЬГАРДТУ И СМИРНОВОЙ 


В норме цельная кровь человека содержит 150—200 мг% 
холестерина. В плазме крови ббльшая часть холесте- 
рина находится в видесложных эфиров, эритро- 
циты же содержат только свободный холе 
стерин. 

Повышение содержания холестерина в крови (гипер- 
холестеринеми я) имеет место при диабете, ате- 
росклерозе, липоидном нефрите, непроходимости желчных 
путей. При различных видах малокровия, некоторых болез- 
нях печени и надпочечников содержание холестерина 
в крови понижено. 

Количественное определение холестерина в крови ос- 
новано на реакции холестерина с уксусным ангидридом. 
Содержание холестерина определяется по интенсивности 
зеленой окраски методом колориметрии. 

Необходимо ознакомиться с основами метода колори- 
метрии, широко применяемой в различных количественных 
определениях. 

Сущность колориметрического метода заключается в том, 
что определяемое вещество добавлением соответствующего 
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реактива переводят в цветное соединение, окрашива 
раствор. Одновременно действием того же реактива на ть 


ное количество определяемого вещества получают ок 

по интенсивности соответствующую известной = - 
ции. С этим так называемым стан дартным Не 
твором и сравнивают окраску исследуемого а 

„Необходимым условием колориметрических определе- 
ний является прямая пропорциональность меж. 
ду концентрацией исследуемого веще- 
ства и интенсивностью окраски, полу- 
чаемой при данной реакции; кроме того, окраска жидкости 
тем сильнее, чем толще ее слой. Если сравнивать два окра- 
шенных раствора одного и того же вещества в одном и том 
же растворителе, то при одинаковой интенсивности окрас- 
ки концентрации растворов обратно 
пропорциональны толщине их слоев (от- 
счетам шкалы), или произведение из концентрации одного 
(стандартного) раствора (С*) на толщину его слоя (й.) рав- 
няется произведению из концентрации другого (исследуе- 
мого) раствора (С?) на толщину его слоя (йо). 

8: 
и с, или `С.й: = Сов». 

Таким образом, зная концентрацию стандартного рас- 
твора и толщину слоев обоих растворов, мы можем найти 
концентрацию исследуемого вещества в испытуемом рас- 
творе: 


При колориметрических анализах важно точно соблю- 
дать условия опыта, так как на точность получаемых ре 
зультатов оказывает влияние ряд обстоятельств. 

В частности, пропорциональность интенсивности окрас- 
ки количеству исследуемого вещества обычно имеет место 
лишь в узких пределах концентрации. 

Пы Ва как с очень конпентрировАжнымя, рас: 
творами, так и сослишком разбавленными вызывает боль 
шие ошибки. 

Необходимо также, чтобы разница в нар й 
дартного и испытуемого растворов была не слишком в => 
(не более чем в полтора раза). Ошибка может происте 
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и от неодинаковой температуры или различного цвета (или 
даже оттенка) колориметрируемых растворов. 
Существует много различных типов колориметров. Мы 
остановимся на описании колориметра Дюбоска как на 
наиболее распространенной системе 1. 
Как видно из схемы колориметра (рис. 9), свет отра- 
жается от пластинки и проходит через стеклянные ста. 


Рис. 9. Схема колориметра. 


канчики, содержащие стандартный и исследуемый растворы. 
Стаканчики могут передвигаться вверх и вниз и при коло- 
риметрировании должны быть подняты так, чтобы стеклян- 
ные цилиндры были погружены в соответствующие раство- 
ры. Свет, пройдя через слой колориметрируемых растворов, 
поступает в цилиндры; затем в специальной призме свето- 
вые лучи преломляются таким образом, что при наблюдении 
через окуляр правая половина поля будет 


1 В последнее время для колориметрических определений ши- 
роко применяются так называемые фотоколориметры, 
т. е. приборы, в которых интенсивность проходящего света изме- 
ряется при помощи фотоэлемента. При работе на фотоколориметре 
концентрацию исследуемого вещества определяют по специально 
составленной стандартной кривой. Благодаря объективному изме- 
рению интенсивности света, высокой чувствительности прибора и 
применению светофильтров, пользование фотоколориметром дает 


значительный выигрыш в точности определения и в затрачиваемом 
времени. 
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соответствовать левому ПИЛИНД 

половина поля — правому а фе -5 
Колориметрированию предшествует а 

ров, при которой в каждом растворе развивается = с. 

пропорциональная количеству исследуемого вещества. Та. 

кая обработка производится в мерной п =. 


осуде. 
Прежде чем колориметрировать, в оба стаканчика коло- 
риметра наливают один и тот же раствор (например, стан- 


дартный), погружают в раствор оба цилиндра и закрепляют 
их на одной и той же высоте. Затем колориметр устанав- 
ливают, т. е. находят такое положение прибора отно- 
сительно источника света (окна или лампы), при кото- 
ром яркость обоих полей (правой и левой по- 
ловинок) была бы одинакова, т. е. сила света, иду- 
щего через каждый стаканчик и цилиндр, сравнялась бы. 

После этого стандартный и исследуемый растворы со- 
ответственно наливают в стаканчики колориметра; враще- 
нием кремальеры поднимают стаканчики так, чтобы концы 
цилиндров были. погружены в жидкость, и, смотря в оку- 
ляр, находят то положение, при котором интенсив- 
ность окраски обоих полей станет 
одинаковой, после чего приступают к отсчетам. 

Обычно в левый стаканчик наливают стандартный рас- 
твор и закрепляют его на определенной высоте (например, 
при толщине слоя в 30,0 мм) и подводят стаканчик с испытуе- 
мым раствором кремальерой попеременно, то сверху (от 
более светлого поля), то снизу (от более темного поля) до 
одинаковой окраски. 

Каждый раз отмечают по шкале, пользуясь нони у- 
сом1, толщину слоя испытуемого раствора. Произведя 
несколько отсчетов, находят среднее арифметическое для 
толщины слоя испытуемого раствора (йз) и вычисляют кон” 
центрацию исследуемого вещества по формуле: 


пб | 
съ == 


Из 
Пользуясь нониусом, отсчет следует производить с точностью 


до 0,1 мм. Нониус — прибор > яет собой линейку 
иного масштаба. Нониус колори делениям 
с десятью делениями, которые Р 


масштаба. Чтобы определить полож число целых 
штабе, совмещают с ей ноль нониуса и отсчитывают 


— по тому номеру 
делений по масштабу, а число десятых Ев (ей. также 
деления нониуса, который совпал © делени 
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В. А. Энгельгардтом и Л. Г. Смирновой Разработа 
микрометод, позволяющий определять содержание ХВ 
стерина в 0,1 мл крови (или, сыворотки крови). Липиды 
крови сначала омыляют едкой щелочью, чтобы перевести 
весь холестерин в свободное состояние, затем дважды 
извлекают хлороформом, применяя в качестве ВоДоОтни- 
мающего средства высушенный на воздухе фосфорнокислый 
натрий. Хлороформный экстракт обрабатывают Уксусным 
ангидридом и серной кислотой и колориметрируют по стан- 
дартному раствору холестерина в хлороформе, обработан. 
ному таким же образом. Поскольку определение производят 
с небольшими количествами жидкости, необходим колори- 
метр со стаканчиками на малые объемы (микроколориметр). 
Приборы. 1. Толстостенные пробирки. 

Две пробирки с меткой на 2,5 мл. 

. Микропипетка на 0,1 мл. 

. Колориметр на малые объемы. 

. Водяная баня с вкладышем для про- 
бирок. 

. Пипетка на 5 мл с делениями. 

. Игла для взятия крови. 

. Вата. 

. Марля. 

. Едкое кали, 25% раствор. 

. Фофсорнокислый натрий двузамещен- 
ный с двумя частицами кристаллиза- 
ционной воды (приготовление см. 
стр. 333, п. 64). 

. Уксусный ангидрид. 

. Серная кислота, концентрированная. 

. Стандартный раствор, содержащий 
20 мг холестерина в 100 мл хлоро- 
форма. 


Ход работы 


1. Делают укол пальца, берут микропипеткой 0,1 мл 
крови (см. стр. 78) и выдувают кровь на дно толстостен- 
ной пробирки. 

2. Той же пипеткой отбирают и выпускают в ту же про- 
бирку сначала 0,1 мл дестиллированной воды, а затем 0,1 мл 
раствора едкого кали. 

3. Перемешивают содержимое встряхиванием и ставят 
пробирку на 30 минут в кипящую водяную баню. 
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„Реактивы. 


<> ок >] бл > © во 


сл > 


4. Добавляют в проби 
ЗЕЕ Робирку 1,5 мл хло 
(ок ь форнокислого нат 
мешиваюют и = содержимое стеклянной пал Й 
2 р рооирку стоять в течение 10 минут = 
5. Ставят пробирку В кипящую водяную баню До зак 
пания хлороформа; затем охлаждают пробирку под к Е 
Соль при этом застывает в комок. Хлороформную а 
о в пробирку с меткой на 2,5 мл - 
6. Таким же образом из 
у извлекают остаток хол я 
на 1 мл хлороформа и слив уно 


ают экстракт в ь 
ванную пробирку. р ту же градуиро 


7. Одновременно в другую пробирку с меткой отмери- 
вают пипеткой | мл стандартного раствора холестерина и 
доводят хлороформом объем в каждой градуированной 
пробирке до 2,5 мл. 

8. Добавляют в градуированные пробирки по | мл ук- 
сусного ангидрида и по 3 капли кониентрированной серной 
кислоты. Осторожно перемешивают содержимое каждой 
пробирки и ставят их в темное место на 25—80 минут для 
полного развития зеленой окраски. 

9. Сравнивают в колориметре интенсивность окраски 
опытной пробы со стандартной и вычисляют содержание 
холестерина в крови (в мг%) по формуле: 


_ №, 20 
О 


где /‹ — высота (толщина слоя) стандартного раствора; 
й, —высота опытного раствора; 20 — концентрация холе- 
стерина в стандартном растворе в миллиграмм-процентах; 
0,1—количество взятой для анализа крови, в миллилитрах. 
Если, например, при высоте стандарта 30 ра 
опытного раствора 34,7, то концентрация холестерина 
крови составляет: 
30.20 
34,7.0,1 


ОБНАРУЖЕНИЕ ЛЕЦИТИНА В ЖЕЛТКЕ КУРИНОГО ЯЙЦА 


роформа и щепотку 
рия. Тщательно пере- 


мг%, 


= 173 мг%. 


о с- 
Лецитины принадлежат к монойм о нь 
фатидам. В лецитивах две аи 
церина связаны по типу сложного эфира с на олеи- 
ми жирных кислот (пальмитиновая, = — сфосфор- 
новая и некоторые другие), а третий гидро 103 


ной кислотой, которая в свою очередь соединена по типу 
сложного эфира со спиртовой группой холина (основание). 
Лецитины, у которых группа холинфосфорной кислоты 
присоединена к первому углеродному атому глицерина на- 
зывают “-лецитинами. В В-лецити нах эта группа 
соединена со вторым углеродным атомом глицерина. 


СН 0—0 — СНС НЕ СН (СН), - СН, 


| 


СВО ы-60—(СНАе СН, 


| „сн 
СН. —О—Р— О — (СН.), — М—СН; 
Их 
о он он СНз 
«-Лецитин 
СН. —О — СО — (СН,), — СН = СН — (СН,),—СН; 
| сн, 
И 
| У р СН, 
ООН Н 
а (СН): в — СНз 
В-Лецитин 


Молекула лецитина обычно находится в виде внут- 
ренней соли, образуемой основной группой холина с 
кислотным остатком фосфорной кислоты. 

Наличие одновременно положительного и отрицатель- 
ного зарядов обусловливает ярко выраженную поляр- 
ную структуру, где часть с остатками фосфорной кис- 
лоты и холина обладает гидрофильными свойствами, т. е. 
имеет сродство к воде и усиливает растворимость в воде, 
а остатки жирных кислот гидрофобны и противодействуют 
растворению в воде. Фактически отношение лецитина к воде 
представляет собой нечто среднее между указанными свой- 
ствами лецитина: лецитин в воде нераствор им, 
но легко образует с нею очень стойкую эмульсию 
в виде клейстеровидной массы. Это свойство лецитина да- 
вать стойкую эмульсию благоприятствует его персварива- 
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нию, а также используется в маргариновой и к 
ОН 


промышленности. дитерской 


Чистый лецитин представ: > 
ную массу, быстро ла ее >. о ни 
растворим в спирте, хлороформе, фир - о а 
вине во нерастворим в ищетоь т с 
свойство позволяет отделять лецитин от д о, 
которые растворимы в ацетоне. а 
В настоящее время считают, что каждая клетка организ- 
ма содержит то или иное количество лецитина. Большое 
количество лецитина содержится в яичном желтке (до 10%) 
в нервах, сперме, головном и костном мозгу, надпочечниках, 
легких, сердце, а также в грибах и дрожжах. 
Приборы. Небольшой стаканчик. 
Стеклянная палочка. 
. Водяная баня. 
Воронка. 
. Штатив с сухими пробирками. 
Желток куриного яйца. 
Этиловый спирт. 
Ацетон. 


Реактивы. 


со м 


Ход работы’ 


1. Помещают в стаканчик приблизительно 1/; часть 
одного куриного желтка и добавляют при помешивании 
около 15 мл горячего спирта. 

2. По охлаждении смесь фильтруют в сухую пробирку. 
Если в фильтрате появилась муть, то фильтрование пов- 
торяют до получения совершенно прозрачного фильт- 


рата. 
3. В другую, сухую пробирк 
и вацетон по каплям приливают 
рата. Наблюдается появление мути в ацетоне, что указывает 
на выпадение лецитина, который в ацетоне нерастворим. 

4. К оставшемуся фильтрату добавляют по каплям дестил- 


лированной воды. Наблюдают образование устойчивой 
эмульсии лецитина. 


у наливают 2—3 мл ацетона 
немного полученного фильт- 


УГЛЕВОДЫ И ИХ ОБМЕН 


В ряде пищевых продуктов содержатся значительные 
количества углеводов. Среди них наибольшее пищевое зна. 
чение имеют. крахмал и свекловичный 
(тростниковый) сах ар, хорошо усваиваемые 
организмом. 

Клетчатка для человеческого организма имеет 
небольшое значение, так как она не переваривается в кишеч- 
нике и попадает почти неизмененной в кал. 

Особенно много крахмала поступает в организм с такими 
пищевыми продуктами, как хлеб и другие мучные из- 
делия, картофель, крупы ит. п. 

В организме углеводы перевариваются в пищеваритель- 
ном тракте и всасываются в кровь в виде 
моносахаридов. В печени и мышцах часть углево- 
дов откладывается в виде полисахарида — гликогена. 

Углеводы разносятся по организму кровью главным 
образом в виде глюкозы. Содержание сахара (глю- 
козы) в крови довольно постоянно и составляет около 
100 мг в 100 мл крови. Уровень сахара крови регу- 
лируется рядом гормонов. Инсулин снижает 
сахар крови, адреналин повышает его. 

Определение содержания глюкозы в крови и обнаруже- 
ние ее в моче играют важную роль в клиническом исследо- 
вании, так как при некоторых заболеваниях (например, 
при диабете) имеет место повышенное содержание сахара 
в крови (гипергликеми я) и появление его в моче 
(глюкозурия). 

В мышцах и других тканях углеводы (гликоген 
и глюкоза) служат главным источником 
энергии. При достаточном снабжении кислородом они 

подвергаются там окислению до СО? и воды. При недостатке 
кислорода, что имеет место, например, при усиленной ра- 
боте, преобладает анаэробный распад угле- 
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водов До МОЛОЧНОЙ кисло 
В ПЛИКОЛИЗомМ. ты, называемый 
Процесс гликолиза подробно изучен и состои 
отдельных реакции распада, фосфорили 
и восстановления*. ай 
Важнейшими промежуточными продук 
леводов являются: ряд Фосфор о и обмена 
глюкозы, фруктозы и продуктов о 
пировиноградная кислота В ны 
кислота, дикарбоновые КИСЛОТЫ И о 
Под влиянием дрожжей и других микроорганизмов Е 
хара бродят, т. е. подвергаются ферментативному рас- 
паду, во многом сходному с гликолизом, но имеющему свои 
особенности. Так, при спиртовом брожении сахара конеч- 
ными продуктами являются этиловый спирт и СО», при мо- 
лочнокислом — молочная кислота, при уксуснокислом— 
уксусная кислота и т. п.. 


т из ряда 
окисления 


КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА УГЛЕВОДЫ 


В научно-исследовательской работе, а также в клини- 
ческом анализе, при исследовании пищевых продуктов 
ит. п. постоянно приходится производить качественные и 
количественные определения различных углеводов. 

Очень чувствительной реакцией на обнаружение угле- 
водов или углеводных компонентов В более сложных ве- 
ществах (см. стр. 18) является реакция с нафто- 
лом или тимолом В присутствий Ков 
центрированной серной кислоты. Крах- 
мал легко обнаруживается по, образованию синего 
продукта взаимодействия с иИОДОМ 


(см. стр. 51). 

м т основаны на восстан авливаю- 
щих свойствах свободных карбониль- 
ных групп сахаров. Эти же реакции = 
ются для большинства количественных методов. © м 
ления углеводов. Многие сахара могут быть ви и 
тифицированы по образованию оза зоно мы 
ных кристаллических соединении с фенилгидр : 


исследова- 
1 Процессы фосфорилирования и обмена Улевот9е рдманом, 
лись В. А. Энгельгардтом, В. А: рае 
И. И. Ивановым и др. 127 


Фруктозу и другие кетозы ‘обычно обнаруживаю 
пробой Селиванова (красное окрашивание с Е 
ляной кислотой и резорцином). 

Пентозы при обработке кислотой дают фу рфу- 
рол, который открывается специальными цветными ре- 
акциями. 


1. Реакция на обнаружение углеводов 


Даже очень малые количества различных углеводов 
обнаруживаются в присутствии серной кислоты по фиоле- 
товому окрашиванию с х-нафтолом или красному окраши- 
ванию с тимолом. 

Проделывают реакции согласно описанию на стр. 18. 


П. Реакция на крахмал 


Крахмал — высокомолекулярный коллоидный поли- 
сахарид; при полном гидролизе распадается на молекулы 
глюкозы, проходя через ряд промежуточных стадий 
(см. стр. 50). Характерной реакцией на крахмал является 
окрашивание с иодом. 

Приборы. Штатив с пробирками. 

Реактивы. 1. Крахмал, 1% раствор. 

2. Раствор иода в иодистом калии (при- 
готовление см. стр. 329, п. 39). 


Ход работы 


В пробирку наливают около 1 мл раствора крахмала и 
добавляют 1—2 капли раствора иода. Наблюдают синее ок- 
рашивание образовавшегося продукта взаимодействия иода 
с крахмалом. 


ГИ. Реакции на восстанавливающие свойства сахаров 


Все моносахариды, а также более сложные сахара, имею- 
щие свободную карбонильную (альде- 
тидную или кетонную) группу, обладают способ- 
ностью восстанавливать металлы (серебро, 
медь, висмут, железо и др.) в щелочной среде. 
Поскольку восстановление металлов происходит при на- 
личии карбонильной группы (или, что то 
же самое, свободного глюкозидного гидрок- 
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сила 1) сахара, то, естественно, что 


реакции восстанов- 
ления металлов дают только углеводы 


› имеющие свобод- 

ДНЫЙ гидроксил), 
ство дисахаридов 
акие дисахариды, 
ильные группы, а 
риды, как крахмал, 


ную карбонильную группу (или глюкози 
а именно все моносахариды и большин 
(например, мальтоза) и трисахаридов. Т 
как сахароза, где связаны обе карбон 
также высокомолекулярные полисаха 
реакций восстановления не дают. 


-4-Глюкоза 
а-4-Глюкоза Альдегидная форма 8-4-Глю 
4-глюкозы 


Мальтоза и 
ым : 
етальн ы 
полуац льной групп 
1 ным или карбони го 
р Глюко ил образующийся на = ВОО углеродно 
. ме о сахара, например, 
ческой 
атома глюкозы (см. формулу). > 


ии 
9 Практикум по биологической хим 


`ъ 


СН.ОН СН.ОН 


Сахароза 


Металлы при этих реакциях восстанавливаются из окис- 
ной формы в закисную или даже до свободного состояния. 
Сахара же дают ряд различных продуктов окисления, 
вследствие чего написать уравнение окисления сахаров 
металлами не представляется возможным. 

При помощи реакции восстановления металлов обычно 
производят количественное определение 
углеводов. В случае |моносахаридов определение 
ведут непосредственно, а полисахариды предварительно 
подвергают гидролизу, при котором происходит распад 
на моносахариды и освобождение всех связанных карбо- 
нильных групп. Е^: 

Наиболее употребительна реакция Троммера, 
заключающаяся в восстановлении окисной 
меди в закисную. При реакции Троммера серно- 
кислая медь реагирует со щелочью, образуя голубой гид- 
рат окиси меди: 


СиЗО, -- 2МаОН-+ Си (ОН) -- МазбО.. 


Гидроокись меди частично растворяется, образуя комп- 
лексное соединение с сахаром. 

При нагревании голубой гидрат окиси ме 
ди восстанавливается в желтый гид- 
рат закиси меди: 


2Си (ОН), = 2СиОН + Н.О + 0, 
130 


е:2 ® 
который при дальнейшем нагревании, теряя воду, пере- 
ходит в красную закись меди: х 


2СиОН - Си, О + Н,О. 


Избыток медной соли маски 
роокись меди при нагревании т 
окись меди: 


Си (ОН), > Си + Н.О. 


Нередко пользуются так называемой фелинговой 
жидкостью, в которой ион двухвалентной меди‘ на- 
ходится в виде комплексного соединения с виннокислой 
солью. Механизм реакции с фелинговой жидкостью такой 
же, как и реакции Троммера. Преимуществом фелинговой 
жидкости является то, что медь при избытке реактива не 
выпадает в виде окиси меди. Фелингова жидкость приме- 
няется также и для количественного (объемного) опреде- 
ления сахара, например, в моче (см. стр. 287). 

Часто применяют также соли висмута (реакция 
Ниландера). Соли висмута особенно удобны для обнару- 
жения сахара в моче, так как в отличие от меди висмут 
не восстанавливается мочевой кисло- 
той (см. стр. 215). Висмут восстанавливается сахаром до 
металла. 

Приборы. Штатив с пробирками. 

Реактивы. 1. '`Глюкоза, 1% раствор. 

Мальтоза, 1% раствор. 

. Сахароза, 1% раствор. 

. Крахмал, 1% раствор. 
Едкий натр, 10% раствор. 

. Сернокислая медь, 5% раствор. 
Фелингова жидкость (приготовление 
см. стр. 333, п. 59). 
Реактив\Ниландера (приготовление 
см. стр. 331, п. 49). 


рует реакцию, так как гид- 
еряет воду и даетчерную 


Ход работы 


А. Реакция Троммера 
1. В пробирку наливают 1—2 мл раствора глюкозы 
и добавляют равный объем раствора едкого натра. 
2. Добавляют по каплям раствор медного купороса до 
появления неисчезающей мути гидроокиси меди. 
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3. Осторожно нагревают верхнюю часть соде 
пробирки. Появление желтого окрашивания (ги 
киси меди), переходящего в красное (закись меди 
вает на положительную реакцию Троммера. 

4. Проделывают реакцию Троммера с растворами маль- 
тозы, сахарозы и крахмала. Наблюдают положительн ю 
реакцию с мальтозой и отрицательную с сахарозой и с крах- 
малом. 


Ржимого 
Драт за- 
), Указы- 


Б. Реакция с фелинговой жидкостью 


1. К 1—2 мл раствора глюкозы прибавляют около | мл 
фелинговой жидкости и нагревают. Наблюдают образо- 
вание красной закиси меди. 

2. Проделывают реакцию с фелинговой жидкостью с рас- 
творами мальтозы, сахарозы и крахмала. 


В. Реакция Ниландера 


1. В пробирку наливают 1—2 мл раствора глюкозы, 
добавляют 0,5—1 мл реактива Ниландера и осторожно ки- 
пятят около 2 минут. Появляется сначала коричневое, а за- 
тем черное окрашивание от мелкого осадка металлического 
висмута. 

2. Проделывают реакцию Ниландера с растворами маль- 
тозы, сахарозы и крахмала. 


ГУ. Проба на сахар с фенилгидразином 


Очень чувствительной пробой на сахара со свободной 
карбонильной группой является реакция с фенилгидра- 
зином, при которой получаются нерастворимые в воде 
кристаллические соединения — озазоны. Получением 
озазона можно не только открыть очень малые количества 
сахара (например, в моче), но и установить по форме кри- 
сталлов и их свойствам, из какого сахара получен озазон. 

Реакция получения озазона протекает в три стадии. 
Так, например, с глюкозой фенилгидразин сначала, реа- 
гируя с альдегидной группой, образует растворимый фе- 
нилгидразон: 

Е ОБЕ 


о 


Брее О ваС -5СЕНС Соню ак ГУМ-МН—СвНз> 
ео] еда, РЕ) 
ОНУ ОН Нм ОН: 
Глюкоза : Фенилгидразин 
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Е 


- = : онн Нн 
Е 
а о 
| 
онононн он 


Фенилгидразон глюкозы 


Далее фенилгидразин окисляет фенилгидразон, отни- 
мая у него водород, и образует новую карбонильную группу 
у второго атома углерода глюкозы: 

НН Н/Н2ЗОН Н 
Затаеен.4 
НС ССС С—С=М—МН— СН, 
рек те 
ОН ОН О 


Анилин 


Новая карбонильная группа реагирует еще с о 
лекулой фенилгидразина и образует нерастворим 
глюкозы: 


ннн он Н 
| 

А Оооо т СВЕ 

ВиЕ 

он он он Н. © 


| „ М МН— СН, — 


нннон Н 
0 || | 
о во 
| | _ 
он ононн М—МНЬ—Сьн, 


Озазон глюкозы 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. . 
2. Водяная баня. 

3. Стакан со льдом и водой. 
4. Микроскоп. 

5. Предметное стекло. 
6. Пипетка. 

1. Фенилгидразин солянокислый. 
2. Уксуснокислый натрий. 

3. Глюкоза, 0,5% раствор. 4 


Реактивы. 


Ход работы у 


1. В пробирку вносят 0,1—0, 15 г солянокислого фенил- 
гидразина и 0,2—0,3 г уксуснокислого натрия. 


814 


Рис. 10. Кристаллы фенилглюкозазона. 


кипящую водяную баню на 30—40 минут, время от време- 
ни перемешивая содержимое — пробирки встряхиванием. 
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2. Приливают 1,5—2 мл раствора глюкозы. и ставят в | 


3. Пробирку перенося 
льдом. Выпадает кристалл 
который частично образу 
и осадок наносят пипеткой на 

рассматривают под микроскопом (см 


= из водяной бани в стакан сб 

ческий осадок озазона глюкозы 
ется еще-в водяной бане. 
предметное 
. рис. 10). 
У. Реакция Селиванова на фруктозу 


Фруктоза и 
НЕ. = же кетогексозы ‘как в свободном 
щепляясь из более сложных соединений 
(например, сахарозы), дают вишневок расное о 
рашивание при нагревании с Соя 
ной кислотой и резорцином. Нередко при 
этом образуется также бурокрасный осадок. Получающаяся 
окраска зависит от реакции резорцина с оксиметилфур- 
фуролом, образующимся при нагревании кетоз с кислотой. 


НсС—— СН 
| | 
И ее 8) 
Зое 
ОН Н 
Оксиметилфурфурол 


Альдозы также могут образовывать оксиметил- 
фурфурол при нагревании с кислотами, однако эта реакция 
сальдозами протекает много медленнее, что и обусловливает 
достаточную специфичность реакции Селиванова. 

Приборы. Штатив с пробирками. 

Реактивы. 1. Фруктоза, 1% раствор. 

2. Реактив Селиванова (приготовление 


см. стр. 331, п. 50). 


Ход работы 


В пробирку наливают 1—2 мл реактива Селиванова. 
Добавляют 1—2 капли раствора фруктозы и нагревают 
до кипения. Наблюдают красное окрашивание. 


УГ. Реакции на пентозы 


моносахариды с пятью атомами углерода, 
широко распространены в растительном мире. В животном 
организме пентозы встречаются главным образом в составе 
нуклеопротеидов (см. стр. 42) и некоторых фер- 
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Пентозы, т. е. 


| 


Е: 


м 


>. 20 
ЕЕ. 


4. 


ментов. При обильном приеме в пищу продуктов, богатых 
пентозами, последние выделяются с мочой (пентозт, 
рия). В этих случаях при клиническом анализе мочи 
важно отличить пентозурию от глюкозурии. 

При кипячении с кислотами пентозы дают зеленое 
окрашивание с орцином и красное с флороглюцином. Ре- 
акция зависит от того, что пентозы в этих условиях от- 
щепляют воду и образуют фурфурол. Последний легко мо- 
жет быть отогнан и обнаружен также по красному окраши- 
ванию с анилином. 


СН. он 
| 
— № 
т Е НС—— СН 
|. НХ 
но— „р-он но— „р-он НС С—С® 
Ед Н 
о 
Орцин Флороглюцин Фурфурол 


` 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Пипетки. 
3. Полоски фильтровальной бумаги. 
Реактивы. 1. Орциновый реактив (приготовление 
см. стр. 327, п. 29). 

2. Флороглюцин, 0,2%. раствор в 30% 
соляной кислоте. 

3. Анилин уксуснокислый (1 часть ани- 
лина с 9 частями ледяной уксусной 
кислоты). 

4. Соляная кислота концентрированная. 

5. Пентоза ` (арабиноза или ксилоза), 
0,25% раствор. 


Ход работы 


А. Реакция с орцином 


1. 1—2 мл орцинового реактива наливают в пробирку 
и нагревают до кипения. 

2. Быстро добавляют 5—6 капель раствора пентозы. 
Через 2—3 минуты развивается зеленое окрашивание. 
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Б 
>. Реакция с Флороглюцином 


1. В пробирку наливают 1—9 мл раств 
цина и нагревают до кипения. ора флороглю- 
2. Быстро добавляют 5—6 к 
Сейчас же появляется розовое 
затем в. красное. › переходящее 


В. Реакция на обнаружение фирфурола 

1. В пробирку налив 
бавляют равный объем 
лоты. 

2. Полоску фильтровальной бумаги смачивают уксус- 
нокислым анилином. 

3. Нагревают и кипятят содержимое пробирки, держа 
бумажку, смоченную уксуснокислым анилином, в парах. 

Бумажка окрашивается в красный цвет вследствие ре- 
акции фурфурола с анилином. 


ают 1—2 мл раствора пентозы и до- 
концентрированной соляной кис- 


ПЕРЕВАРИВАНИЕ КРАХМАЛА АМИЛАЗОЙ 
ПОДЖЕЛУДОЧНОГО СОКА 


Крахмал и некоторые другие полисахариды, попадаю- 
щие в кишечный тракт с пищей, не успевают полностью 
расщепиться под действием амилазы слюны в полости рта 
и в желудке, где амилаза слюны некоторое время продол- 
жает действовать (желудочный сок не содержит амилазы). 
Гидролиз полисахаридов в основном про- 
исходит в двенадцатиперстной кишке под 
действием амилазы поджелудочного 
сока. Получающаяся при этом мальтоза, наряду с дру- 
гими дисахаридами, переваривается затем до моносахари- 
дов под действием кишечного сока, 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Термостат. 
3. Термометр. , 

Реактивы. 1. Крахмал, 0,1% раствор в воде, со- 

держащей 0,3% хлористого натрия. 

. Вытяжка из поджелудочной железы 

или 0,2% раствор фт (в0,1% 
глекислой соде). 

я о Коудочный сок или .0,1% раствор 

пепсина в 0,2% соляной кислоте (при- 

готовление см. стр. 327, п. 30). - 


|) 
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Едкий натр, 10% раствор. 
. Сернокислая медь, 5% раствор 
. Соляная кислота, 10% раствор. 
. Раствор иода в иодистом калии (при. 
готовление см. стр. 329, п. 39). 


1 <> ол» 


Ход работы 


1. В три пробирки наливают приблизительно по | Мл 
раствора крахмала. 

В первую пробирку добавляют 2—3 мл вытяжки из 
поджелудочной железы или раствора панкреатина, во вто- 
рую — 2—3 мл желудочного сока или раствора пепсина 
и в третью — 2—3 мл желудочного сока или раствора пеп- 
сина, предварительно нейтрализованного едким натром. 

3. Ставят все три пробирки в термостат при 37—40° 
на 1'/›—2 часа. 

4. Проделывают с частью содержимого каждой пробир- 
ки реакцию на крахмал с раствором иода в иодистом ка- 
лии. Перед прибавлением иода жидкость, отлитую из пер- 
вой и третьей пробирок, подкисляют несколькими каплями 
соляной кислоты, так как, реагируя со щелочью, иод обес- 
‘цвечивается. 

Поскольку в первой пробирке происходит расщепление 
крахмала, то там синего окрашивания наблюдаться не 
"будет, но возможно появление фиолетово-красного окра- 
шивания (декстрины). Реакция с содержимым из второй 
и третьей пробирок будет положительной, т. е. наблю- 
дается синее окрашивание. 

5. Проделывают с содержимым каждой пробирки реак- 
-цию Троммера (стр. 131). 

} Отмечают положительную реакцию Троммера в пробир- 
ке с раствором панкреатина, где подействовала амилаза. 
В пробирках с ненейтрализованным и нейтрализованным 
желудочным соком реакция Троммера будет отрицатель- 
ной, что указывает на отсутствие амилазы в желудочном 
соке. 

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ САХАРА В КРОВИ 


Как уже указывалось, в норме кровь всегда содержит 
довольно постоянное количество сахара 
(глюкозы). : 

При некоторых заболеваниях, например, при диабете, 
наблюдается повышенное содержание сахара в крови (ги- 
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пергликемия). После принятия пищи, богатой угле- 
водами, также имеет место повышение содержания глю- 
КОЗЫ В фе (алиментарная гиперглике- 
мия), которая, в отличие от патологической гипергли- 
кемии, непродолжительна. 
Количественное определение сахара в крови` играет 
большую роль в клинических анализах. 
Методом Хагедорна-Иенсена в крови определяется не 
только глюкоза, но и некоторые другие восстанавливаю- 
щие вещества (например, глютатион, мочевая кислота, 
креатинин). Общая восстанавливающая способность крови, 
принимаемая при этом за «сахар» крови, колеблется в норме 
натощак, в пересчете на глюкозу, в пределах 80—120.мг%, 
т. е. 0,08—0,12 гв 100 мл крови. Собственно глюкозы 
в крови несколько меньше. То обстоятельство, что вместе 
с глюкозой определяются и другие восстанавливающие ве- 
щества крови, является недостатком метода, но не очень 
препятствует использованию его, так как глюкоза значи- 
тельно преобладает над другими восстанавливающими ве- 
ществами крови, и результаты определений в подавляющем 
большинстве случаев говорят о содержании в крови имен- 
но глюкозы. 
Принцип метода заключается в следующем. 
Исследуемую порцию крови освобождают от белков. 
Для этого на кровь действуют растворами сернокислого 
цинка и едкого натра и полученную смесь кипятят и 
отфильтровывают. К фильтрату, содержащему сахар, при- 
ливают определенное количество титрованного раствора 
К, [Ее (СМ). ] (красная кровяная соль, железосинероди- 
стый калий). В щелочном растворе при нагревании эта 
соль частично (в зависимости от количества сахара) пере- 
ходит в К. [Ее (СМ№)| (желтая кровяная соль, железисто- 
синеродистый калий) по схеме: 
к, [Ее (С№е] + сахар — Ка [Ее (С№ь] >. = 
4- продукты окисления сахара - остаток Кз [Ре (С№з]. 


Далее образовавшаяся желтая кровяная ыы и 
дится из реакции с помощью сернокислого цинка, с р 
рым она образует нерастворимое соединение по урав- 


нению: 


2к, [Ее (С№ 1 + 32180 — Кь2.пз [Ее (СК) а-ЗКаЗОа. 


Нерастворимое 


соединение 
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Благодаря этому К. [Ее (С№)] не может при произвол. 
стве определения сахара перейти обратно в Кз[Ее(СМ),] 
что повлекло бы за собой искажение результато | 
деления. 

Оставшееся (не использованное для окисления) коли- 
чество К, [Ее (СМ); ] определяется иодометрически. 

Красная кровяная соль выделяет в кислой среде экви- 
валентное количество свободного иода из иодистого 
калия: 


2Кз [Ее (С№‹] + 2К] —2К. [Ее (СМ + », 
а иод оттитровывается гипосульфитом: 
2М№ 2550. - 2 2: 2Ма.] —- № 25:0, 


Таким образом, если сахара в крови много, то остается 
мало неиспользованной К. [Ее (СМ),] и, следовательно, 
мало выделяется свободного иода. Соответственно мало 
гипосульфита идет и на титрование этого иода. Отсюда 
легко понять, что между количеством сахара и количе- 
ством гипосульфита, израсходованного на титрование, 
имеется не прямая, а обратная зависимость. 

Так как глюкоза дает при окислении различные продук- 
ты, причем степень окисления зависит от условий опыта 
(продолжительности нагревания, концентрации сахара и 
реактивов), тт количество сахара не может 
быть рассчитано стехиометрически. 

Концентрацию сахара в крови находят по результатам 
иодометрического титрования при помощи специаль- 
ной таблицы, составленной эмпирически. При стро- 
гом соблюдении условий опыта этот способ дает достаточно 
точные результаты. 

Приборы. 1. Микропипетка на 100л (0,1 мл), 

сухая. 
2. Штатив. с пробирками. 
3. Водяная баня со специальным вкла- 
дышем для стаканчиков. 
4. Воронки диаметром 3—4 см, 2 шт. 
5. Стаканчики (25 х 100 мм) или кол- 
6 
7 
8 


в опре- 


бочки, 2 шт. 
‚ Пипетки на 1, 2, 3 и 5 мл. 
. Микробюретка на 2 мл. 


. Игла для взятия крови. 


10. Вата, прокипяченная В дестиллиро- 
ванной воде, отжатая и затем высу. 
В авы (для фильтрования жидкости)- 
° о’ сернокислый цинк, 0,45% раствор. 
Едкий натр, 0,1 н. раствор. 
. Железосинеродистый калий, щелоч- 
ной раствор 0,005 н. (приготовление 
см. стр. 324, п. 17). 
Тройной хлор-цинк-иодистый раствор 
(приготовление см. стр. 332, п. 57). 
Уксусная кислота, 3% раствор. 
Крахмал, 1% раствор в насыщенном 
растворе хлористого натрия. 
Гипосульфит, 0,005 н. раствор (про- 
верка см. стр. 323, п. 11). 
Этиловый спирт. 
. Диэтиловый эфир. 


Ход работы 


1. Наливают в две пробирки по 5 мл раствора серно- 
кислого цинка и по 1 мл раствора едкого натра. При этом 
образуется коллоидный раствор гидрата окиси цинка, ко- 
торый в дальнейшем участвует в осаждении белков крови. 

2. Берут из пальца (см. стр. 78) или из уха кролика мик- 
ропипеткой точно 0,1 мл крови, следя за тем, чтобы в пи- 
петку не попадали пузырьки воздуха. Обтирают кончик 
микропипетки ватой от приставшей снаружи крови и вы- 
дувают ее в одну из пробирок с гидратом окиси цинка. Мик- 
ропипетку три раза промывают содержимым пробирки, 
осторожно набирая и обратно выпуская жидкость. 

Содержимое второй пробирки служит в качестве конт- 
рольного («слепого») опыта. Слепой опыт необходим по- 
тому, что реактивы обычно содержат некоторое количество 
восстанавливающих веществ и отсутствие контроля на реак- 
тивы может внести существенную ошибку в результаты 
определения. 

3. Помещают обе пробирки в кипящую водяную баню на 
3 минуты. 

4. Вставляю 
торые вложены слегка утрамбованные 
ваты. 


тв стаканчики (или колбочки) воронки, в ко- 
маленькие комочки 
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5. Смачивают ватные фильтры несколькими 
дестиллированной воды и отфильтровывают сод 
пробирок, сливая его на (фильтр по стеклянной палочке. 

6. Промывают, дважды каждую пробирку, беря по 3 мл 
дестиллированной воды; промывные воды сливают через 
ватные фильтры и дают им хорошо стечь в соответствующие 
стаканчики или колбочки. 

7. Прибавляют в каждый стаканчик точно по 2 мл титро- 
ванного раствора красной кровяной соли. 

8. Помещают стаканчики ровно на 15 минут в кипящую 
водяную баню. 

9. Охлаждают стаканчики и приливают в каждый из 
них по 3 мл тройного раствора и по 2 мл раствора уксусной 
кислоты. Добавляют по 2 капли раствора крахмала и на 
белом фоне оттитровывают выделившийся иод в каждом 
стаканчике из микробюретки гипосульфитом до исчезно- 
вения синего окрашивания. 

10. Производят соответствующие расчеты на основании 
табл. 3. 

Пользование таблицей и расчеты будут ясны из следую- 
щего конкретного примера. 

Допустим, на титрование содержимого стаканчика с кро- 
вью пошло 1,43 мл гипосульфита. По табл. 3 в первом 
вертикальном столбце находим цифру 1,4 и в верхнем го- 
ризонтальном — 0,03. На месте пересечения — соответ- 
ственно 0,101. Далее, допустим, на титрование содержимого 
контрольного стаканчика пошло 1,97 мл гипосульфита, 
что по таблице соответствует 0,005. Из количества сахара, 
найденного для крови (0,101), вычитаем количество «сахара», 
которое соответствует восстанавливающему действию реак- 
тивов (0,005), и получаем 0,096, таким образом, в 0,1 мл ис- 
следуемой крови содержится 0,096 мг сахара, а в 100 мл 
крови соответственно — 96 мг сахара. 

Разумеется, что если гипосульфит не точно 0,005 нор- 
мальный, то количество его, пошедшее на титрование, пред- 
варительно пересчитывается путем умножения на «по- 
правку». 


* КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ САХАРА В КРОВИ 
ПРИ САХАРНОЙ НАГРУЗКЕ 


каплями 
ержимое 


Клиническое значение определения количества сахара 
в крови очень велико, особенно если исследовать на 83. 
жание сахара одновременно и кровь, и мочу (стр. ы 
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Содержакие сахара в крови при определекии по Хагедорну-Иенсену 


и 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 | 0,07 0,08 0,09 ий 
0,0 0,385 0,382 0,379 0,376 0,373 0,370 0,367 0,364 0,361 0,358 } 
0,1 0,355 0,352 0,350 0,348 0,345 0,343 0,341 0,338 0,336 0,333 | 
0,2 0,331 0,329 0,327 0,325 0,323 0,321 0,318 0,316 0,314 0,312 # 
0,3 0,310 0,308 0,306 0,304 0,302 0,300 0,298 0,296 0,294 0,292 к 
0,4 0,290 0,288 0,286 0,284 0,282 0,280 0,278 0,276 0,274 0,272 ` 
0,5 0,270 0,268 0,266 0,264 0,262 0,260 0,259 0,257 0,255 0,253 
0,6 0,251 0,249 0,247 0,245 0,243 0,241 0,240 0,238 0,236 0,234 
0,7 0,232 0,230 0,228 0,226 0,224 0,222 0,221 0,219 0,217 0,215 
0,8 0,213 0,211 0,209 0,208 0,206 0,204 0,202 0,200 0,199 0,197 
0,9 0,195 0,193 0,191 0,190 0,188 0,186 0,184 0,182 0,181 0, 179 

1,0 0,177 0,175 0,173 0,172 0,170 0,168 0, 166 0,164 0,163 0, 161 
1 0,159 0,157 0,155 0, 154 0,152 0, 150 0, 148 0,146 0, 145 0, 143 
1,2 0,141 0,139 0,138 0,136 0,134 0,132 0,131 0,129 0,127 0,125 
ВЭ 0,124 0,122 0,120 0,119 0,117 0,115 0,113 0,111 0,110 0, 108 
14 0'106 | 0’104 | 0,102 | 0101 | 0,099 | 0,097 | 0,095 | 0'093 | 0,092 | 0,090 
1,5 0,088 0,086 0,084 0,083 0,081 0,079 0,077 0,075 0,074 0,072 
1,6 0,070 0,068 0,066 0,065 0,063 0,061 0,059 0,057 0,056 0,054 
№7 0,052 0,050 0,048 0,047 0,045 0,043 0,041 0,039 0,038 0,036 
5 0, 034 0, а (9 031 0,029 0,027 0,025 0,024 0,022 0.020 0 019 } 
1,9 0, 017 0,0 0, 014 0,012 0,010 0,008 0,007 0,005 0,003 0,002 
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Кроме того, количественное определение сахара в крови 
имеет очень большое значение, если вести его при так назы- 
ваемой сахарной нагрузке. Последняя являет- 
ся пробой на функцию печени. Эта проба 
заключается в том, что кровь больного вначале исследуют 
(натощак) на содержание сахара, затем больному дают вы- 
пить раствор виноградного сахара из расчета 1,5—1,75 г 


гбетар 4 мг% 


9 
0/37'15' 0 45' 60 90° 120’ 90’ 80’ 
Время 6 иин/таг 


Рис. 11. Кривые содержания сахара в крови. 


1— нормальная кривая; 1/1 — диабетическая кривая; 
[П-— низкая кривая; /У—гипогликемическая кривая 
(по А. М. Петрунькиной и М. Л. Петрунькину). 


на |1 кг веса, но не свыше 100 г глюкозы и производят опре- 
деление сахара в крови ‘через 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 
и 180 минут после приема сахара. Результаты исследова- 
ния изображают в виде кривой и по ее виду, совместно с 
другими клиническими данными, судят о характере забо- 
левания. В качестве примера на рис. 11 изображены четы- 
ре кривые, выражающие содержание сахара в крови че- 
ловека после сахарной нагрузки. 


ВЛИЯНИЕ ИНСУЛИНА НА КОЛИЧЕСТВО САХАРА В КРОВИ 


Инсулин является одним из гормонов, регули- 
рующих углеводный обмен. Инсулин выра- 
батывается островками Лангерганса под 
желудочной железы и представляет собой ве- 
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щество оелкового характера. Введенный под кожу или внут- 
ривенно (но не рег 05), инсулин вызывает уменьшение ко- 
личества сахара в крови. Это понижение име 
ствие того, что гормон с 


ю инсулин широко применяет- 
ся при лечении страдающих сахарной болезнью 1, 


Приборы. 1. Ножницы для выстригания шерсти 
` У кролика, 
и Шприц на 2—5 мл для введения ин- 
сулина. 
3. Шприц на 10 мл для введения рас- 
твора глюкозы. 
4. Микропипетки на 0,1 мл, 2 шт. 
5. Маленький стаканчик для разведения 
инсулина. 
6. Пипетка на 1 мл с делениями. 
7. Пипетка на 5 мл с делениями. 
Кроме того, необходимы все остальные приборы для 
определения сахара в крови (стр. 140). 


Реактивы. 1. Ксилол. : 
2. Инсулин,  продажный препарат 


(40 единиц в | мл). 
3. Глюкоза, 40% раствор. 
Кроме того, необходимы все реактивы для определения 
сахара в крови (стр. 141). 


Ход работы 


1. Кролика, предварительно голодавшего в продолже- 
ние суток, взвешивают. : 

2. Вычисляют количество инсулина, которое необходимо 
ввести кролику, исходя из расчета 1,5 единицы на | кг 
веса?. 


1 Путь получения активных препаратов из поджелудочной же- 
лезы и возможность применения их для борьбы с диабетом были 
впервые открыты Л. В. Соболевым в 1902 нс 

2 Клинической единицей считают 1/, такого ее лек инсу- 
лина, которое вызывает у голодавшего кролика ыоеы в ы кон- 
вульсии и смерть через 5 часов после введения. Таким образом, 
доза в 1,5 единицы на 1 кг веса кролика приводит к смертельно- 
му шоку, если своевременно не ввести животному ый (см. 
ниже). Такая большая доза применяется для того, чтобы доста- 
точно быстро вызвать гипогликемию. : 
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10 Практикум по биологической химин 


Предположим, что кролик весит 2 кг. Для того чтобы за 
1 час произвести надлежащий эффект, ему необходимо ввести 
1,5 Хх 2 = 3. единицы, инсулина. Так как продажный пре- 
парат инсулина содержит 40 единиц в | мл, то, следова- 
тельно: 


5, 


3 
откуда х= 10 = 0,075, 


т.е. кролику необходимо ввести 0,075 мл препарата ин- 
сулина. Так как такое количество инсулина набирать 
в шприц и вводить под кожу неудобно, то поступают 
следующим образом. 

Отмеривают 0,15 мл инсулина (т. е. вдвое больше), на- 
ливают его в стаканчик, вливают туда 3,85 мл предваритель- 
но прокипяченной и охлажденной дестиллированной воды 
и жидкость перемешивают. Получается 4 мл раствора ин- 
сулина, из которого в дальнейшем кролику следует ввести 
только 2 мл!. 

3. Наливают в две пробирки (опытную и контрольную) 
по 5 мл раствора сернокислого цинка и по | мл раствора 
едкого натра. 

4. Протирают ухо кролика ватой, смоченной ксилолом; 
смывают ксилол теплой водой, обтирают ухо сухой ватой, 
делают укол в ушную вену и набирают в сухую микропи- 
петку 0,1 мл крови. ы 

5. Обтирают кончик микропипетки от приставшей сна- 
ружи крови и быстро выдувают кровь в одну из про- 
бирок. 

6. Вводят кролику под кожу 2 мл заранее приготовлен- 
ного раствора инсулина и отмечают время введения. 

7. Продолжают и заканчивают определение сахара 
в крови, взятой до введения инсулина? (стр. 141). 

8. Закончив определение, вновь наливают в две чистые 
пробирки по 5 мл раствора сернокислого цинка и по { мл 
раствора едкого натра. 


1 В продаже имеется также препарат инсулина, содержащий 
20 клинических единиц в 1 мл. При пользовании таким препаратом 
расчеты следует производить, учитывая это обстоятельство. 

2 Пробирки с отмеренным количеством крови могут стоять 
несколько часов без заметного влияния на результаты определения, 
так как гидрат окиси цинка исключает возможность гликолиза. 
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9. По прошествии часа с момента введения кролику ин- 
сулина опять берут из ушной вены 0,1 мл крови и выпу- 
скают ее в пробирку. 

10. Вводят кролику под кожу 10 мл раствора глюкозы 
для повышения содержания сахара в крови и предотвра- 
щения инсулинового шока. 

Е: Продолжают и заканчивают определение сахара в 
крови, взятой через 1 час после введения инсулина. 

Сравнивая содержание сахара в крови до и после вве- 
дения инсулина, отмечают резкое снижение сахара (ги- 
погликемия) под влиянием инсулина. 


ВЛИЯНИЕ АДРЕНАЛИНА НА КОЛИЧЕСТВО САХАРА В КРОВИ 


Адреналин! является гормоном мозгового ве- 
щества надпочечников и представляет собой метилами- 
ноэтанолнирокатехин (см. стр. 104). 

Адреналин влияет на углеводный обмен, способствуя 
распаду гликогена в печени до глюкозы. Благодаря этому 
при введении адреналина наступает гипергликемия и глю- 
козурия, т. е. эффект, противоположный дей- 
ствию инсулина. 


Приборы. 1. Ножницы для подстригания шерсти 
у кролика. 
2. Шприц на 2—5 мл для введения адре- 
налина. 
3. Микропипетки на 0,1 мл, 2 шт. 
4. Маленький стаканчик для разведе- 
ния адреналина. 
5. Пипетка на 5 мл с делениями. 
Кроме того, необходимы все остальные приборы для 
определения сахара в крови (стр. 140). 
Реактивы. 1. Ксилол. Е 
2. Адреналин, продажный препарат 
(1:1 000). 
3. Хлористый натрий, 0,9% раствор. 
Кроме того, необходимы все реактивы для определения 
сахара в крови (стр. 141. 


еналина и его производных в передаче нервного 
учалась А. М. Утевским. . 


10* 147 


1 Роль адр 
возбуждения из 


Ход работы 


1. Кролика, предварительно голодавшего в продолже- 
ние суток, взвешивают. 

2. Вычисляют количество адреналина, которое необ. 
ходимо ввести кролику, исходя из расчета 0,37 мл про- 
дажного (1:1 000) адреналина на 1 кг веса. 

Так как обычно количество адреналина получается 
слишком малым, то раствор адреналина предварительно раз- 
водят в стаканчике физиологическим раствором (0,9% МаС1) 
с таким расчетом, чтобы ввести кролику 2 мл жидкости, 
в которых содержалось бы требуемое количество адрена- 
лина. 

3. Наливают в две пробирки по 5 мл раствора сернокис- 
лого цинка и по | мл раствора едкого натра. 

4. Берут из ушной вены кролика 0,1 мл крови и выпу- 
скают ее в одну из пробирок с сернокислым цинком и ще- 
лочью. 

5. Вводят кролику под кожу 2 мл заранее приготовлен- 
ного раствора адреналина (п. 2) и замечают время вве- 
дения. 

6. Наливают в две новые пробирки по 5 мл раствора 
сернокислого цинка и по 1 мл раствора едкого натра. 

7. Через 30 минут после введения кролику адреналина 
вновь берут из ушной вены 0,1 мл крови и переносят ее 
в одну из пробирок (п. 6) с реактивами для определения 
сахара. 

8. Продолжают и заканчивают ‘определение сахара в кро- 
ви, взятой как до введения адреналина, так и через 30 ми- 
нут после его введения. 

Сравнивая цифры содержания сахара в крови до и после 
введения адреналина, отмечают резкое повышение со- 
держания сахара (типергликемия) под влиянием адре- 
налина. 


ПРОБА НА БРОЖЕНИЕ 


Как упоминалось выше, некоторые моносахариды под 
влиянием ферментов различных микроорганизмов подвер- 
гаются процессам распада, известным под названием б р о- 
жения. Брожение бывает разных типов: спиртовое, 
молочнокислое, маслянокислое, уксуснокислое, ацетоновое 
ит. п. . 
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Процессы брожения сахаров имеют большое тех- 
нологическое значение в виноделии, пиво- 
варении, производстве уксуса и т. п. 

Под действием обыкновенных дрожжей глюкоза распа- 


дается навинный спирт и углекислый Га" 5 
по схеме: 


С«Н.О,>2С5Н; ОН + 2СОз. 


К спиртовому брожению способны только  гексозы 
(а также триозы и нонозы). Другие моносахариды (например, 
пентозы) не бродят. Кроме того, различные 
конфигурации моносахаридов отражаются на 
способности их к брожению, и из двух оптиче- 
ских изомеров, например, гексоз, легче бродит 
тот изомер, который встречается в природе (на- 
пример, 4-глюкоза). 

Для качественной пробы на брожение обычно 
пользуются специальными бродильными 
трубками (рис. 12), куда помещают иссле- 
дуемый раствор и свежие дрожжи. Образую- 
щийся в результате брожения углекислый газ >) 
накапливается в трубке и узнается по погло- = 


щению его щелочью. Присутствие в трубке эти-..Рис. 12. 

лового спирта обнаруживается с помощью реак- Бр. 
. дильна 

ции получения иодоформа: рубка. 


С»Н5ОН -+ 4] + 6МаОН — СН}, 5Ма] + НСООМа--5Н.»О. 


Приборы. 1. Две бродильные трубки. 
2. Ступка с пестиком. 
3. Два стакана. 

4. Мерный цилиндр. 

5. Термостат. 

6. Термометр. 

7. Штатив с пробирками 
8. Небольшая воронка. 

1. Свежие дрожжи. 

2. Глюкоза, 5% раствор. 

3. Виннокаменная кислота, 1% раствор. 
4. Едкий натр, 10% раствор. 

5. Раствор иода в иодистом калии (при- 
готовление см. стр. 329, п. 39). 


Реактивы. 
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Ход работы 


1. 1 г дрожжей растирают в ступке с 5 мл дестиллиро- 
ванной воды и полученную массу смывают в стакан 30 мл 
дестиллированной воды. 

2. Тщательно перемешивают содержимое стакана и 
так как брожение лучше всего идет в слабокислой среде, 
добавляют в него около | мл раствора виннокаменной кис- 
лоты (до кислой реакции на лакмус). Благодаря добав- 
лению слабой органической (виннокаменной) кислоты реак- 
ция среды не сдвигается слишком сильно в кислую сторону, 
как это было бы от минеральной кислоты, и устанавливает- 
ся при РН = 5—6. 

3. Наливают содержимое стакана в трубку для брожения 
таким образом, чтобы закрытое колено трубки было запол- 
нено, а в широкой части трубки имелось некоторое коли- 
чество жидкости. Заполненная таким образом трубка будет 
служить контролем, так как сами дрожжи могут содержать 
в себе некоторое количество сбраживаемых сахаров. 

4. Далее 1 г дрожжей растирают в ступке с 5 мл иссле- 
дуемого раствора глюкозы и полученную массу смывают 
в стакан 30 мл того же раствора глюкозы. 

5. Тщательно перемешивают содержимое стакана и до- 
бавляют в него раствора виннокаменной кислоты (до кислой 
реакции на лакмус). : Е : 

6. Наливают описанным выше способом содержимое ста- 
кана в другую трубку для брожения. 

7. Ставят обе наполненные трубки в термостат при 
30—35° на 1—3 часа (в зависимости от активности дрожжей). 

8. Вынимают обе трубки для брожения из термостата, 
и если дрожжи активны и сами не содержат сбраживаемых 
сахаров, то наблюдают отсутствие образования газа (или 
появление ничтожного количества газа) в закрытом колене 
первой трубки и накопление газа в закрытом колене вто- 
рой трубки (с глюкозой). 

9. Для того чтобы убедиться в том, что газ, образовав- 
шийся во второй трубке, представляет собой СОз, в широкую 
часть трубки для брожения осторожно прибавляют раствор 
едкого натра до края, плотно закрывают отверстие трубки 
мякотью болышого пальца и трубку несколько раз пере- 
вертывают. Углекислый газ поглощается 

‚щелочью, образуется вакуум, и Мякоть 
пальца присасывается к отверстию прибора. 
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10. Для обна ружения этилового спирта (во второй трубке) 
из бродильной трубки отфильтровывают в пробирку не- 
большое количество (3—4 мл) жидкости. К фильтрату до- 
бавляют несколько капель раствора иода до появления 
желтого окрашивания и слегка подогревают. Через неко- 
торое время ощущается характерный запах иодоформа. 
Если жидкость не имеет щелочной реакции (от добавле- 
ния щелочи при обнаружении СО.), то до прибавления иода 
к фильтрату добавляют несколько капель раствора МаОН. 


ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НЕОРГАНИЧЕСКОГО ФОСФАТА 
В ПРОЦЕССЕ БРОЖЕНИЯ: 


В процессе брожения, так же как и гликолиза, распад 
углеводов идет через фосфорные эфиры гексоз, триоз и 
другие фосфорилированные промежуточные продукты. За 
счет энергии, освобождаемой при превращениях этих 
продуктов, например, при окислении дифосфоглицерино- 
вого альдегида, отщепляющийся остаток фосфорной ки- 
слоты переносится на адениловую систему, образуя бо- 
гатые энергией связи аденозинтрифосфорной кислоты. 

Вследствие фосфорилирования происходит связывание 
неорганического фосфата и концентрация последнего 
понижается. - 

Количество фосфата определяют колориметрически по 
реакции образования комплексной фосфорномолибденовой 
кислоты и восстановления ее в молибденовую синь 
(см. стр. 249). Для того чтобы убедиться в потреблении 
фосфата при брожении, достаточно сравнения развиваю- 
щейся окраски на глаз, и колориметрирование можно не 
производить. 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Ступка с пестиком. 

3. Водяная баня. 

4. Воронки со складчатыми фильтрами— 
3 шт. 

5. Пипетки на 1 мл, 3 шт. 

6. 


Пипетка на 5 мл. 


1 Это занятие разработано С. И. Пехтеревой наТкафедре 
биологической химии | Московского ордена Ленина медицинского 
института. 
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. Бюретки, 2 шт. 

. Пипетка на 0,5`мл или 1 мл с деле- 
ниями. 

. Мерные колбочки на 100 мл, 3 шт. 


Реактивы. 1. Раствор, содержащий 60 г фосфорно- 
кислого натрия (Ма»НРО,.2Н.О) и 20 г 
фосфорнокислого калия (КН,РО,) 
вл. 

Дрожжи пивные, нижнего брожения. 

. Сахароза. 

Трихлоруксусная кислота, 3% раствор. 
Молибденовскислый аммоний, 2,5% 
раствор в 5 н. серной кислоте (при- 
готовление см. стр. 325, п. 21). 

Эйконоген (1,12, 4-аминонафтолсуль- 
фоновокислый натрий), 0,25% раствор, 
содержащий сульфит и бисульфит 
(приготовление см. стр. 334, п. 69), или 
аскорбиновая кислота, 0,5% раствор. 


Ход работы 


1. Около | г дрожжей растирают в ступке с | г са- 
харозы и 5 мл воды, добавляют 5 мл раствора фосфор- 
нокислых солей и тщательнс перемешивают. 

2. 1 мл полученной взвеси (проба № 1) переносят 
пипеткой в пробирку и осаждают 3 мл трихлоруксусной 
„кислоты из бюретки. 

3. Остальную взвесь переносят в пробирку, помещают 
в водяную баню при 37° и замечают время. 

4. Через 30 минут, а затем еще через 30 минут отме- 
ривают по 1 мл взвеси (пробы № 2 и 3) и осаждают 
каждую пробу 3 мл трихлеруксусной кислоты. А 

5. Отфильтровывают каждую пробу через складчатый 
“фильтр, отмеривают в мерные колбочки по 1 мл фильтра- 
та и доливают из бюретки по 10 мл воды. 

6. Добавляют по 1 мл раствора молибденовокислого 
аммония, по 0,5 мл раствора эйконогена или аскорбино- 
вой кислоты, доводят водой до метки, перемешивают и 
оставляют на 15 минут. Развивается синее окрашивание. 
Интенсивность окраски тем слабее, чем позже взята 
проба, что указывает на уменьшение концентрации 
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неорганического $ 


росфата по мере развит 
о рер ия процесса бро- 


Г 
Концентрация фосфата может быть определена коли- 
чественно колориметрически (см. стр. 249). 


гликолиз 


Гликолизом называют анаэробный распад угле- 
водов в тканях с образованием молочной кислоты. Процесс 
гликолиза подробно изучен и включает в себя ряд отдель- 
ных реакций. В мышцах главным субстратом гликолиза 
является гликоген, который подвергается сначала фос- 
форолизу (распаду с присоединением фосфорной 
кислоты) и далее, через фосфорные эфиры гек- 
соз, триоз и через пировиноградную 
кислоту распадаетсядо молочной кислоты. 
Вследствие этого процесс этот часто называют также гл и- 
когенолизом. 

Гликолиз включает в себя окислительно-вос- 
становительные реакции, но в целом является 
анаэробным процессом: 


-- (С.НиО), - Н.О > 2СН,- СНОН . СОН 


Гликоген Молочная кислота 


Гликолиз — важнейший процесс промежуточного об- 
мена углеводов, дающий тканям энергию. В присут- 
ствии кислорода воздуха гликолиз тор- 
мозится и основным процессом в тканях является ды- 
хание (эффект Пастера). 

Удобным объектом для демонстрации гликолиза может 
служить мышечная кашица или мышечный экстракт. Экст- 
ракт не обнаруживает пастеровского эффекта, вследствие 
чего можно работать в аэробных условиях. В случае кашиц 
необходима изоляция от кислорода воздуха (вазели- 
новое масло). 

Гликолиз можно наблюдать, переводя образующуюся 
молочную кислоту В уксусный альдегид и р 
его по реакции с вератролом или же по накоплению в ты 
дильной трубке СОз, вытесненного из бикарбоната обра- 
зовавшейся молочной‘ кислотой. В опыте дорогостоящий 
гликоген может быть заменен крахмалом. 
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1. Гликолиз с мышечной кашицей 1 


Образующуюся при гликолизе молочную кислоту пос. 
ле удаления белков и углеводов превращают горячей 
серной кислотой в уксусный альдегид. Последний обнару- 
живают по цветной реакции с вератролом (красное окра- 
шивание). 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Пипетка на 10 мл с делениями. 

3. Воронки маленькие, 2 шт. 

4. Чашка со льдом. 

5. Баня водяная. 

6. Термостат с термометром. 

7. Технические весы с разновесом. 

8. Маленький мерный цилиндр. 

9. Бюретки, 3 шт. 

1. Фосфатный буфер рН=8,0 (приготов- 
ление см. стр. 333, п. 65). 

. Гликоген (приготовление см, стр. 323, 
п. 12) или крахмал, 0,5% раствор. 

. Свежая мышечная кашица (приготов- 
ление см. стр. 326, п. 24). 

. Метафосфорная кислота, 15% раствор. 

. Вазелиновое масло. 

. Гидрат окиси кальция. 

. Сернокислая медь, насыщенный рас- 
твор. 

. Серная кислота, концентрированная. 

. Верзтрол (лиметиловый эфир пирока- 
техинз). 


Реактивы. 


о со —4 ©) сл > © г 


Ход работы 


1. В две пробирки наливают по 3 мл фосфатного буфера. 

2. В первую пробирку прибавляют 1 мл дестиллиро- 
ванной воды, во вторую—| мл раствора гликогена или крах- 
мала. 

3. В первую пробирку, которая будет служить контроль- 
ной пробой на содержащуюся в мышечной кашице молоч- 

* Настоящая работа занимает в среднем около 5 часов. Если 
эту работу не представляется возможным окончить в одно занятие, 


она может быть прервана после п. 7 и закончена на следующем 
занятии. 
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ную кислоту, добавляют 2 мл раствора метафосфорной кис- 
лоты (для осаждения белков и прекращения ферментатив- 
ных процессов). 

4. В каждую пробирку добавляют по 0,5 г свежеприго- 
товленной мышечной кашицы и заливают слоем (2—3 мм) 
вазелинового масла. 

5. Обе пробирки ставят в термостат на 2 часа при 37°. 

6. Через 2 часа осаждают белки во второй пробир- 
ке 2 мл раствора метафосфорной кислоты при помеши- 
вании. 

7. Отфильтровывают содержимое каждой пробирки. 

8. Отмеривают по 4 мл безбелкового фильтрата каждой 
пробы и осаждают углеводы добавлением в каждую пробу 
по 0,35 г гидрата окиси кальция и | мл насыщенного рас- 
твора сернокислой меди. Хорошо перемешивают стеклян- 
ной палочкой содержимое каждой пробирки и оставля- 
ют на 30 минут, время от времени перемешивая содер- 
жимое. 

9. Отфильтровывают образовавшийся осадок. 

10. Из фильтрата каждой пробы берут в две пробирки 
по 0,5 мл и охлаждают во льду. 

11. Осторожно, по каплям, из цилиндрика приливают 
по 1,5 мл концентрированной серной кислоты в каждую 
пробирку. 

12. Ставят обе пробирки в кипящую водяную баню на 
4 минуты. 

13. Через 4 минуты пробирки перемещают в лед на 
2 минуты. 

14. Прибавляют в каждую пробу по 4—5 капель верат- 
рола, осторожно встряхивают и оставляют стоять на 
20 минут". 

Во второй пробе (где происходил гликолиз) развивается 
интенсивное красное окрашивание, указывающее на обра- 
зование молочной кислоты. 

В первой пробе наблюдается менее интенсивное окраши- 
вание за счет предобразованной в мышцах молочной ки-- 
лоты. 


1 Вератрол затвердевает при 15?, поэтому если вератрол за- 
кристаллизовался, его следует предварительно подогреть до рас- 
плавления. 
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П. Гликолиз с мышечным экстрактом 


С мышечным экстрактом гликолиз можно вести в аэроб- 
ных условиях. Процесс обнаруживается по накоплению * 
углекислого газа,  вытесненного молочной кислотой из 
бикарбоната. Молочная кислота может быть обнаружена 
также при помощи описанной выше реакции с вератролом. 

Приборы. 1. Бродильные трубки (рис. 12, стр. 149)— 

3 штуки. 

2. Пипетка на 10 мл с делениями. 

3. Пипетка на 2 мл. 

4. Термостат с термометром. 

5. Штатив с пробирками. 

6. Воронки маленькие, 3 шт 

7. Чашка со льдом. 

8. Водяная баня. 

9. Технические весы с разновесом. 

10. Маленький мерный цилиндр. 

11. Бюретки, 3 шт. 

Реактивы. 1. Свежий мышечный экстракт (приго- 

товление см. стр. 3926, п. 25). 

2. Кислый углекислый натрий, 0,4 м. 
раствор. Е 

3. Крахмал, 4% раствор. 


4. Едкий натр, 10% раствор. * 
5. Тимол, мелко истолченный. 
6. Метафосфорная кислота, 15% раствор. 
7. Гидрат окиси кальция. 
8. Сернокислая медь, насыщенный рас- Е 
твор. и: 
9. Серная кислота, концентрированная. в 
10. Вератрол. % 
Ход работы р 
1. В две бродильные трубки наливают по 8 мл свежего 9 
мышечного экстракта и в третью трубку — 8 мл предва- 2 
рительно прокипяченного мышечного экстракта. в 
2. Во все три бродильные трубки добавляют по 2 мл > 
раствора бикарбоната. ма 
3. Добавляют в первую бродильную трубку 2 мл воды а 
(контроль), во вторую и в третью — по 2 мл раствора крах- 
мала. 
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4. Во все три трубки добавляют приблизительно по 20 мг 
мелко истолченного тимола для предохранения от разви- 
тия микроорганизмов Перемешивают содержимое каждой 
бродильной трубки и ставят все трубки в термостат при 37° 
на 1—2 суток. 

5. Через 1—2 суток вынимают трубки. Отмечают на- 
копление газа во второй трубке и отсутствие накопления 
газа или минимальное накопление его в первой (конт- 
рольной) и в третьей (с прокипяченным мышечным экстрак- 
том) трубках. 

6. Убеждаются в том, что выделившийся во второй 
трубке газ есть СОз (по поглощению его едким натром, 
стр 50-9) 

7. Для обнаружения молочной кислоты по реакции 
с вератролом отмеривают в три пробирки из каждой бро- 
дильной трубки по 4 мл жидкости. Добавляют в каждую 
пробирку по 2 мл раствора метафосфорной кислоты. Далее 
определение ведут точно так же, как и в вышеописанной 
пробе с мышечной кашицей (стр. 154, п. 8—14). 


ОБМЕН БЕЛКОВ 


Белки являются необходимой составной 
частью пищи человека и животных. 

Значительные количества белков содержатся в ряде 
пищевых продуктов животного происхождения (мясо, яйца, 
творог, сыр ит. п.) и в некоторых продуктах растительного 
происхождения (горох, фасоль, бобы, соя и т. п.). Злаки 
содержат меньше белка; однако, так как хлеб обычно за- 
нимает большое место в питании, он является одним из 
важнейших источников пищевого белка. Небольшие ко- 
личества белка содержатся почти во всех пищевых продук- 
тах. 

В желудке белки перевариваются пепсином до высоко- 
молекулярных продуктов распада — пептонов. В две- 
надцатиперстной кишке происходит более глубокое перева- 
ривание белков и пептонов под действием трипсино- 
вого комплекса ферментов поджелудочного сока. 
Переваривание до аминокислот и простейших пеп- 
тидов происходит в тонком кишечнике под влиянием 
пептидаз кишечного сока (эрепсина). 

Продукты распада белка всасываются ввиде 
аминокислот и, как показано Е. С. Лондоном, также 
и в виде простейших пептидов. 

Всосавшись из кишечника, аминокислоты и простейшие 
пептиды частично задерживаются печенью и далее разно- 
сятся кровью по всему организму. Когда аминокислоты 
не поступают из кишечника, печень отдает их в кровь, 
поддерживая вкрови довольно постоянный 
уровень содержания аминокислот. 
В крови концентрация аминокислот в эритроцитах 
всегда выше, чем в окружающей их плаз- 
ме. Концентрация аминокислот в эритроцитах колеблется, 
а в плазме поддерживается на довольно постоянном уровне 
(около 6—8 мг%). Как показано Б. И. Збарским и его со- 
трудниками, главная масса аминокислот переносится 


эритроцитами крови, 
держание аминоазота в плазме. 
Е о доставленные кровью к тканям, идут 

роение белков. Аминокислоты, остав- 
шиеся неиспользованными для синтеза белка, а также обра- 
зовавшиеся в результате протеолиза в тканях, оваргас 
ряду превращений. Среди последних важнейшее место за- 
нимает открытый А. Е. Браунштейном и М. Г. Крицман 
процесс переноса аминогруппы — переаминирова- 
ние. : 

При распаде аминокислот в тканях азот амино- 
кислот отщепляется ввиде аммиака. Последний, 
частично соединяясь с кислотами, выделяется с мочой в виде 
солей аммония. Главная же часть аммиака превра- 
щается в мочевину, которая и является главным ко- 
нечным продуктом белкового обмена у человека *. Наряду 
с мочевиной, азот выделяется также в виде креатинина, 
мочевой кислоты и других веществ. 


которые регулируют со- 


ПЕРЕВАРИВАНИЕ БЕЛКА ПЕПСИНОМ 


Пепсин принадлежит к протеиназам и в 
кислой среде (рН=1,5—2) гидролитически расщеп- 
ляет белки до пептонов. 

Пепсин является главным ферментом желудочного сока. 

Переваривание белков пепсином можно хорошо наблю- 
дать на фибрине, который под действием пепсина становится 
растворимым, переходя в пептон. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Водяная баня. 
3. Термометр. 
4. Воронка. 

5. Фильтровальная бумага. 

Реактивы. 1. Фибрин. 

2. Углекислый натрий, 1% раствор. 

3. Соляная кислота, 0,2% раствор. 

4. Желудочный сок или 0,1% раствор 
пепсина в 0,2% соляной кислоте (при- 
готовление см. стр. 397, п. 30). 

5. Едкий натр, 10% раствор 

6. Сернокислая медь, 1% раствор. 


1 Процесс образования мочевины подробно исследовался 
И. П. Павловым, М. В. Ненцким, С. С. Салазкиным. 
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Ход работы 


1. В одну пробирку наливают 3—4 мл 0,2% со 
кислоты; во вторую пробирку — 3—4 мл‘жел : 
или раствора пепсина в соляной кислоте; вт 
ку — 3—4 мл желудочного сока или 
в соляной кислоте, предварительно нейтрализованного 
на лакмус содой; в четвертую пробирку — 3—4 мл пел. 
варительно прокипяченного и охлажденного желудочного 
сока или прокипяченного и охлажденного раствора пепсина 
в соляной кислоте. 

2. Помешают в каждую пробирку по небольшому к 
сочку фибрина примерно равной величины и все проби 
ставят одновременно в водяную баню при 37—40°. 

ерез полчаса или час вынимают пробирки из бани 
и наблюдают результаты исследования. В первой пробир- 
ке должно произойти лишь набухание фибрина под дей- 
ствием кислоты; во второй — переваривание (растворение) 
фибрина; в третьей — фибрин остается без изменения, так 
как пепсин в нейтральной среде не активен; в четвертой— 
происходит набухание фибрина под действием соляной 
кислоты, но переваривание не имеет места, так как пепсин 
разрушен кипячением. х 

4. Отфильтровывают небольшую порцию из каждой 
пробирки и проделывают с каждым фильтратом биуретовую 
реакцию. Реакция получается только с фильтратом из вто- 
рой пробирки, где произошло переваривание фибрина и 
через фильтр прошли растворимые пептоны. 


ЯНОЙ 
УДОЧного Сока 


ретью Пробиг. 
раствора пепсина 


у- 
рки 


ПЕРЕВАРИВАНИЕ БЕЛКА ТРИПСИНОМ 


Под действием трипсина’ происходит гидролитачеекое 
расщепление пептонов, а также белков.Гидролиз — ы ь 
ствием трипсина идет глубоко, вплоть до частичного в. 
зования некоторых свободных аминокислот (например, або 
тофана). Оптимум действия трипсина лежит при сл 
щелочной реакции (рН = 8—8,7). ипс 

Обычно белковые вещества расщепляются, ные 
скорее, чем пепсином, однако белки кровяной ани. 
и соединительной ткани скорее расщепляютси юдать на 
Переваривание белков трипсином можно Наол ипсина 
фибрине или казеине, которые под ие. 
претерпевают глубокое гидролитическое расщеп 
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Г. Переваривание фибрина 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Водяная баня. 
3. Термометр. 
Воронка. 
. Фильтровальная бумага. 
Реактивы. Фибрин. 
Соляная кислота, 1% раствор. 
Вытяжка трипсина в растворе соды 
(приготовление см. стр. 322, п. 9) 
или 2% раствор панкреатина в 0,5% 
растворе двууглекислого натрия. 
4. Едкий натр, 10% раствор. 
5. Сернокислая медь, 1% раствор. 


Ход работы 


1. В одну пробирку наливают 3—4 мл раствора трипсина 
или панкреатина (щелочная среда); во вторую пробирку— 
3—4 мл раствора трипсина или панкреатина, предвари- 
тельно нейтрализованного соляной кислотой на лакмус; 
в третью пробирку — 3—4 мл подкисленного раствора 
трипсина или панкреатина. 

2. Помещают в каждую пробирку по небольшому ку- 
сочку фибрина примерно равной величины и одновременно 
ставят все пробирки в водяную баню при 37—40°. 

3. Через полчаса или час вынимают пробирки из бани 
и наблюдают результаты исследования. В первой пробирке 
должно иметь место переваривание (растворение) фибрина; 
во второй пробирке может быть лишь очень небольшое 
переваривание, так как в нейтральной среде трипсин слабо 
активен; в третьей пробирке наблюдается только набухание 
фибрина. ы 

4. Отфильтровывают часть жидкости из каждой пробир- 
ки и проделывают с фильтратами биуретовую реакцию. 
Положительная реакция указывает на присутствие в филь- 
трате продуктов переваривания белка. 


П. Переваривание казеина 


Приборы. 1. Колбочка на 100 мл. 
2. Штатив ‘с пробирками. 
3. Воронка. 


и Практикум по биологической химии 


4. Термостат. 
5. Термометр. 
6. Вата. 

1. Вытяжка трипсина в растворе ДВ- 
углекислой соды (приготовление см 
стр. 322, п. 9) или панкреатин (2% 
раствор в 0,5% растворе двуугле- 
кислого натрия). 

2. Казеин (может быть заменен творо- 
гом). 

. Хлороформ. 

. Уксусная кислота, концентрирован- 

ная. 

. Бромная вода. 

. Серная кислота, концентрированная. 

. Сернокислая ртуть, 15% раствор в 

6 н. серной кислоте. 

. Азотная кислота, концентрирован- 
ная. 

. Реактив Миллона (приготовление 
см. стр. 331, п. 46). 


Ход работы 


1. В колбочку наливают 25—30. мл вытяжки трипсина 
или раствора панкреатина и помещают туда 3—5 г казеина. 

2. Перемешивают содержимое, добавляют около 5 мл 
хлороформа (для предотвращения гниения), закрывают 
колбочку ватой и ставят в термостат при 37—40? на 4—5 
суток (до следующего занятия). 

3. На следующем занятии нагревают колбочку до кипе- 
ния и добавляют по каплям уксусную кислоту до слабокис- 
лой реакции. При этом осаждаются непереваренные белки. 

4. Охлаждают смесь, погрузив колбочку в Холодную 
воду, и фильтруют для освобождения от белков. 

5. Отливают порцию фильтрата (3—4 мл) в пробирку и 
добавляют но каплям бромную воду. 

Появление розово-фиолетового окрашивания, исчезаю- 
щего от избытка реактива, указывает на присутствие сво- 
бодного триптофана. 

6. К другой порции фильтрата (около 2 мл) добавляют 
8—10 капель концентрированной серной кислоты и 5—6 мл 
раствора сернокислой ртути в серной кислоте, перемеши- 
вают содержимое и оставляют стоять на 10—15 минут. 
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Реактивы. 
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7. Образовавшийся желтый осадок ртутного соединения 
триптофана отфильтровывают, сохраняя фильтрат, и про- 
мывают на фильтре 4—5 маленькими порциями (по 1—2 мл) 
дестиллированной воды. 

8. Небольшим количеством (около 0,5 мл) воды перено- 
сят осадок в пробирку. Делят осадок и фильтрат на три 
части и проделывают как с осадком, так и сфильтратом реак- 
ции Адамкевича, Миллона и ксантопротеиновую (см. «Цвет- 
ные реакции на белки», стр. 8). 

Отмечают положительные реакции Адамкевича и ксан- 
топротеиновую и отрицательную реакцию Миллона с осад- 
ком, что указывает на присутствие триптофана и отсутст- 
вие тирозина. 

Положительная ксантопротеиновая и миллонова реак- 
ции и отрицательная реакция Адамкевича с фильтратом 
указывают на наличие в фильтрате тирозина и отсутствие 
триптофана. 

Окрашивание при проведении ксантопротеиновой реак- 
ции (в особенности с осадком) появляется медленно (обыч- 
но через 15—20 минут). 


* ДЕЙСТВИЕ ЭРЕПСИНА НА ПЕПТОН 


Под эрепсином понимают комплекс протеолити- 
ческих ферментов кишечного сока, включающий амино- 
полипептидазу, дипептидазу и некоторые 
другие ферменты. Эрепсин доводит гидролиз пептонов и 
полипептидов до свободных аминокислот, которые и вса- 
сываются из кишечника в кровь. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Термостат. 
. Термометр. 
. Воронка. 
. Фильтровальная бумага. 
Реактивы. Вытяжка из тонких кишок (приго- 
товление см. стр. 322, п. 7). 
. Пептон, 1% раствор. 
. Едкий натр, 10% раствор. 
. Сернокислая медь, 1% раствор. 
. Тимол, мелко растертый. 


Ход работы 


1. В две пробирки помещают приблизительно по 2,5 мл 
раствора пептона. 
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9. В одну пробирку добавляют около 5 мл вытяжки из 
кишок, а в другую — такое же количество прокипяченной 
вытяжки из кишок. 

3. В обе пробирки всыпают по небольшому количеству 
(около 20 мг) тимола для предохранения от развития микро 
организмов и ставят их в термостат при 37° на 3—4 дня 
(до следующего занятия). 

4. По истечении этого срока нагревают каждую про- 
бирку до кипения и отфильтровывают содержимое. 

5. С каждым фильтратом проделывают биуретовую 
реакцию. 

В пробе с прокипяченным экстрактом биуретовая реак- 
ция дает фиолетовое окрашивание вследствие присутствия 
непереваренного пептона. В пробе с непрокипяченным ки- 
шечным экстрактом пептон распался и фиолетового окра- 
шивания не наблюдается. 


ОСВОБОЖДЕНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЕЙ ОТ БЕЛКОВ 


При клиническом анализе и в научно-исследователь- 
ской работе постоянно приходится определять в кровии 
других биологических жидкостях ряд различных низко- 
молекулярных веществ. Присутствие белков вследствие 
способности их реагировать с самыми разнообразными 
реактивами препятствует такого рода определениям; поэто- 
му для определения различных продуктов обмена веществ, 
как, например, сахара (см. стр. 138), кальция (см. стр. 243), 
а также лекарственных препаратов и токсических веществ 
необходимо предварительно освобождать жидкость 
от белков. 

Для удаления белков пользуются рядом способов, 0С- 
нованных на реакциях осаждения белков (см. стр. 

Наиболее употребительным способом является осажде- 
ние белков трихлоруксусной, вольфрамо- 
вой или метафосфорной кислотами. При 
к - также осаждение кипячением с уксусной кисло? 
и. ь Е УКАиИ солей) и гидратами окисей тяжелых 


В качестве прим ы на 
ера п ОсОО 
сыворотки крови. Н-П 
Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
р 2. Воронка. в 
сактивы. 1. Сыворотка крови, разведенная 
5—6 раз водой. 
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2. Трихлоруксусная кислота, 8% рас- 


твор. 
3. Метафосфорная кислота, 10% рас- 

твор. : 
4. Вольфрамовокислый натрий, 5% рас- 

твор. 


5. Серная кислота, зн. раствор. 

6. Уксусная кислота, 1% раствор. | 

7. Сернокиблый цинк, 4,5% раствор. | № 

8. Едкий натр, 4% раствор. Я 

9. Азотная кислота, концентрирован- й 
ная. 

10. Сульфосалициловая кислота, 20% 
раствор. 

Ход работы 


1. В 5 пробирок наливают приблизительно по 5 мл раз- 
веденной сыворотки. 
2. В первую пробирку добавляют около 5 мл раствора 
трихлоруксусной кислоты и взбалтывают. 
3. Во вторую пробирку добавляют около | мл раствора 
метафосфорной кислоты и взбалтывают. 
4. В третью пробирку добавляют около | мл вольфрамово- 
кислого натрия и около 1 мл серной кислоты и взбалтывают. 
5. В четвертую пробирку добавляют 10—15 капель рас- 
твора уксусной кислоты и тщательно кипятят. 
6. В пятую пробирку приливают около 5 мл раствора | 
+ 
_ 


ее 


Е 


сернокислого цинка и около | мл раствора едкого натра 
и кипятят. Во всех пробирках выпадают в осадок белки. | 
7. Отфильтровывают содержимое каждой пробирки от НИ 
осадка белка. 
8. С каждым фильтратом проделывают затем реакции на 

: 


белок с сульфосалициловой кислотой и с концентрирован- 
ной азотной кислотой (см. стр. 26 и 27). 

Отрицательные реакции на белок в фильтрате указывают 
на полноту освобождения жидкости й 
от белка. 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩЕГО И ОСТАТОЧНОГО АЗОТА 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 


Всосавшиеся аминокислоты претерпевают в органах и 
тканях различные изменения. Часть аминокислот идет на 
Образование белковых веществ органов и тканей, часть 
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превращается в другие биологически важные а 
вещества (ферменты, гормоны и т. п.), часть под 
распаду. В связи с этими процессами синтеза и расп 
разнообразные азотистые вещества постоянно и 
в тканях и биологических жидкостях. В частности, в о, 
к азотистым веществам принадлежат собственно и 
полипептиды, аминокислоты, мочевина, креатинин моче. 
вая кислота, соли аммония и др. 

Определение количества каждого из этих азотистых 
веществ в отдельности весьма важно при изучении обмена 
белков. Однако ввиду сложности подобного анализа в кли- 
нике ограничиваются обычно определением общего и оста- 
точного азота в сыворотке крови. 

Обычно начинают с определения общего азота, 
т. е. всей суммы азота, содержащегося во всех азотистых 
веществах. Затем в другой порции сыворотки тем или иным 
способом осаждают белки. В безбелковом филь- 
трате вновь определяют азот, содержащийся в небелко- 
вых азотистых веществах. В отличие от «общего азота» этот 
азот называют «остаточным азотом», т. е. азотом 
веществ, оставшихся в растворе после осаждения белков. 

В норме в сыворотке человека содержится 1060— 
1 300 мг% общего азота и 20—30 мг% остаточного азота. 
Так как цифра общего азота представляет собой сумму бел- 
кового и остаточного азота, то белковый азот вычисляют по 
разности общего и остаточного азота. Белкового азота 
в норме в сыворотке содержится около 1 150 мг%. 

Цифру белкового азота выражают в количестве белка 
в сыворотке. Так как содержание азота в белках в среднем 
равно 16%, то, чтобы получить количество белка, умножают 
цифру белкового азота на 6,25 (100 : 16=6,25). 

В норме сыворотка содержит 6,5—8,5% белка. Повы- 
шенное содержание белка в сыворотке крови (гипер- 
протеинемия) наблюдается при ревматизме, пони- 
женное (гипопротеинемия) — при нефрозах, ис- 
тощении, белковом голодании и при раке. 

Количество остаточного азота (включающего главным 
образом азот аминокислот, пептидов, мочевины и солей ам- 
мония) увеличивается при ряде заболеваний, связанных 
с повышенным распадом белков, при лихорадочных состоя- 
ниях, нефрозе, желтой атрофии и других заболеваниях 
печени, при заболеваниях почек, нарушении минерального 
обмена и др. 
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Зотистые 
Вергается 


1. Определение общего и остаточного азота сыворотки 
крови по Кьельдалю 


Определение общего и остаточного азота обычно произ- 
водится по методу Кьельдаля. 

Исследуемое вещество помещают в особую колбу — 
колбу Кьельдаля, куда прибавляют концентрированной 
серной кислоты, и нагревают в при- 
сутствии \ катализатора (сернокислой 
меди или ртути). При этом вещество 
я разрушается. Продукты распада Частич- 

но улетучиваются, а весь азот, выде- 
ляющийся в форме аммиака, 
связывается серной кисло- 
той, образуя нелетучую соль — сер- 
4 нокислый аммоний. На полученный та- 
5 ким образом сернокислый аммоний дей- 
ствуют затем щелочью, чтобы 
вновь выделить из сернокислого аммо- 
м ния весь азот в форме аммиака. 
Последний отгоняется и улавли- 
вается определенным ко- 
личеством титрованной 
серной кислоты. Узнав титро- ыы и 
ванием, сколько миллилитров 0,05 н. м 
кислоты связалось с аммиаком, опреде- 
ляют, сколько в исследуемом веществе имеется азота, 
исходя из того, что каждому миллилитру связанной 0,05 н. 
серной кислоты соответствует 0,0007 г азота. 


Приборы. 1. Колбочки на 25—80 мл, 3 шт. 
2. Колбы Кьельдаля для сжигания 
(рис. 13). 
. Прибор для отгонки аммиака (рис. 14). 
. Пипетка на 10 мл с делениями. 
. Бюретка с дестиллированной водой. 
. Пипетка на 3 мл. 
. Пипетка на 1 мл. 
. Мерный цилиндр на 10—15 мл. 
. Мерный цилиндр на 25—50 мл. 


. Серная кислота, концентрированная. 
. Медный купорос, кристаллический. 
. Едкий натр, 33% раствор. 


Реактивы. 


хю— юхозЯомь 
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Серная кислота, титрованный 0,05 в. 
раствор. 

5. Едкий натр, титрованный 0,05 ц. 
раствор. 

6. Метиловый оранжевый или метило- 
вый красный, 0,2% раствор в спирте. 

7. Сернокислый калий в порошке. 

8. Свежепрокаленные кусочки фарфора 
или стеклянные капилляры. 

9. Трихлоруксусная кислота, 8% раствор. 


ыы ион 


= я 


Ход работы 


ириеротсарииитиичиты че 


1. Отмеривают в колбочку 10 мл сыворотки и осаждают 
в ней белки 10 мл раствора трихлоруксусной кислоты. 

2. Отфильтровывают содержимое от осадка белка в 
сухую колбочку. 

3. В другую колбочку отмеривают 1 мл сыворотки и 
9 мл воды и перемешивают. 

4. В одну колбу для сжигания отмеривают 10 мл безбел- 
кового фильтрата сыворотки — для определения остаточ- 
ного азота, в другую колбу для сжигания вносят пипеткой 
3 мл разведенной в 10 раз сыворотки — для определения 
общего азота и в третью колбу — 10 мл дестиллированной 
воды для проведения «слепого» опыта (контроль на содер- 
жание аммиака в реактивах). 

5. Отмеривают цилиндром в каждую колбу для сжигания 
по 3 мл концентрированной серной кислоты. 

6. Добавляют в каждую колбу по 0,2 г медного купороса 
(в качестве катализатора) и около | г сернокислого калия 
(для повышения температуры кипения смеси). 

7. Нагревают все три колбы в вытяжном шкафу сначала 
осторожно, а затем сильнее до полного осветления жидко- 
сти (отсутствие частиц угля). При этом органические ве- 
щества сначала обугливаются, а затем сгорают. После освет- 
ления колбы кипятят еще 15 минут. 

8. Дают колбам остыть и осторожно вливают в них по 
стенкам при помешивании около 50 мл дестиллированной 
воды. Далее приступают к отгонке пользуясь прибором, 
изображенным на рис. у 

Если для сжигания были взяты кьельдалевские колбы 
маленького размера, то отгонку необходимо производить 
в других колбах. Для этого содержимое колбы количе- 
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Е в колбу для отгонки а. Колбу Кьель- 
даля ‘для сжигания) несколько раз тщательно промывают 
ллированной воды, сливая 


небольшими порциями дести 
ее в колбу для отгонки. 


Рис. 14. Прибор для отгонки аммиака. 


9. Подготовляют приемную колбу д, наливая в нее из 
бюретки точно отмеренное количество (10—15 мл) 0,05 н. 
раствора серной кислоты. Объем титрованной кислоты 
должен несколько превышать количество, необходимое 
для связывания всего отгоняемого аммиака. 

10. Добавляют в приемную колбу 2—3 капли раствора 
индикатора метилового красного или метилового оранже- 
вого. 

11. Пускают воду в холодильник в отгоночного ап- 
парата и погружают в серную кислоту приемной колбы 
конец перегонной трубки г таким образом, чтобы он был 
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на несколько миллиметров ниже пове 
раствора кислоты *. 

12. Помещают в перегонную колбу кусочки арфора 
или стеклянные капилляры для равномерного к 


рхности титрованног 


ипения, 
13. Вливают очень осторожно, по стенке, в отгоночную 


колбу 15—18 мл 33% раствора едкого натра. Приливание 
надо производить аккуратно и быстро, во избежание потерь 
аммиака. 

При приливании щелочи следует избегать см 
верхней внутренней части горлышка отгоночно 
где в дальнейшем будет пробка. Отсутствие в э 
щелочи обеспечит необходимое замыкание, 
скочит во время работы. 


14. Быстро и в то же время осторожно соединяют отгоноч- 
ную колбу с перегонным аппаратом и затем слегка пере- 
мешивают содержимое колбы. 

15. Зажигают горелку и отгоняют аммиак в приемную 
колбу в течение 12— 15 минут. Началом отгонки считают 
тот момент, когда насадка б станет горячей. Затем выни- 
мают конец перегонной трубки г из кислоты и обмывают 
его из промывалки или пипетки над приемной колбой не- 
СКОЛЬКИМи миллилитрами дестиллированной воды. Убеж- 
даются в том, что аммиак отогнан полностью с помощью 
красной лакмусовой бумажки (от капли отгона она не долж- 
на синеть), и продолжают отгонку еще 10—15 минут. Тушат 
горелку и выключают холодильник. 

16. Оттитровывают содержимое приемной колбы 0,05 Н, 
раствором щелочи до появления желтой (метиловый 
красный) или оранжевой (метиловый оранжевый) окраски. 

17. Параллельно с вышеописанным проделывают те же 
онеряции, назиная сне оетальнымя двумя колбами 
(для определения общего азота и проведения слепого опыта)?. 
18. Производят расчеты, которые будут ясны из следую- 
щего примера. 

Взято в приемную колбу 15 мл 0,05 н. серной кислоты. 


а титрование в слепом опыте пошло 14,93 мл 0,05 н. 
едкого натра. 
И 


ачивания 
й колбы, 
том месте 
и пробка не вы- 


1 Во избежан 
ную колбу, нужн 
в течение перего 


2—3 мм) в титр 
ИТ 


ие засасывания титрованной кислоты в перегон- 
о следить за тем, чтобы конец перегонной ке 
нки не погружался слишком глубоко (не глу 
ованную кислоту. 

ак как на определение Е проб требуется много бы" 
то определение остаточного азота, общего азота и слепой 
могут выполнять разные студенты, 
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Проп 


к т 38 905 Ее м остаточного азота пош- 
ам 9—0 - аОН. Следовательно, связано ам- 
Так АЕ 1 , 8=1,95 мл 0,05 Н. Н.5О.. 
ее В 0,05 н. серной кислоты связывает 0,7 мг 
де аммиака), то в 10 мл фильтрата разведенной 
В ое ое (при осаждении белков) сыворотки содержится 
0,7.1,95=1,36 мг азота. Отсюда сыворотка содержит: 


1,36.2.100 
ее ^ 27,2 мг% остаточного азота. 


ЕЕ я 


На титрование при определении общего азота пошло 
10,18 мл 0,05 н. едкого натра. 

Следовательно, связано аммиаком: 14,93—10,18=4,75 мл 
0,05 н. серной кислоты. 

Отсюда 3 мл разведенной в 10 раз сыворотки содержат 
0,7.4,75 = 3,325 мг азота; или сыворотка содержит: 


3,325.10. 100 
= 1108,3 мг% азота, или, округляя, 1,11% 


и, 2 
Бе - 


тг. 


меж 


общего азота. 
Процент азота белка в сыворотке вычисляется по раз- 


ности общего и остаточного азота, т. е. составляет: 
1,1083 — 0,0272=1,0811%. 


Отсюда сыворотка содержит: 1,0811.6,25=6,7569 
ка, или, округляя, 6,76% белка. 


' 


% бел- 


|. Определение остаточного азота сыворотки крови 
микрометодом Кьельдаля 


выше определение азота по Кьельдалю 
сравнительно большого количества ма- 


териала и реактивов. Поэтому как в научно-исследователь- 
ской работе, так и для клинических анализов чаще поль- 
зуются тем же методом, приспособленным для малых 


количеств (микрокьельдаль.. 

Изменения метода заключаются В том, что отгонку 
аммиака производят с водяным паром 
в специальном приборе (рис. 15), а для титро- 
вания берут более разведенные растворы и пользуются 
микробюретко й. При аккуратной работе микро- 
кьельдаль не уступает в точности макрометоду. Определе- 
ние остаточного азота можно произвести в 1 мл крови (или 


сыворотки крови). 
17 


Описанное 
(см. стр. 167) требует 


нра, № 
«Гелолиая `929 


Рис. 15. Аппарат для определения азота микрометодом 
Кьельдаля. 


Приборы. 1. Штатив с сухими пробирками. 
2. Воронки с фильтрами, 2 шт. 
3. Пипетка на | мл. 
4. Пипетка на 2 мл. 
_5. Колбочки Кьельдаля для сжигания 
на 15—25 мл, 2 шт. 
. Аппарат для отгонки аммиака (рис. 15). 
. Прокаленный фарфор, кусочками. 
. Цилиндр на 10—15 мл с делениями. 
онические колбочки для титрования 
на 25—56 мл, 2 шт. 
10. Микробюретка. 
. Сыворотка крови. 
5 а неа кислота, 8% рас- 
твор. 


я. 
. Серная кислота, концентрированна 


Реактивы. 


4. Смесь | части медного купороса с 3 

_ Частями сернокислого калия. 

5. Едкий .натр, 33% раствор. 

6. Серная кислота, 0,01 н. раствор. 

7. Едкий натр, 0,01 н. раствор. 

8. Метиловый красный, 0,2% раствор 
в спирте. 


Ход работы 


1. Пропаривают аппарат для отгонки. Для этого в колбу 
А наливают водопроводную воду и помещают туда не- 
сколько кусочков прокаленного фарфора. Открывают за- 
жим а, закрывают зажим б и кипятят воду в парообразо- 
вателе А, не пуская тока воды в холодильник. 

2. Отмеривают в сухую пробирку 1 мл сыворотки крови. 
В другую (контрольную) пробирку отмеривают 1 мл дестил- 
лированной воды. р 

3. В обе пробирки прибавляют по 1 мл раствора три- 
хлоруксусной кислоты и встряхивают содержимое проби- 
рок. 

4. Отфильтровывают в сухие пробирки безбелковый 
фильтрат от осадка белка в опытной пробе и жидкость 
в контрольной пробе". 

5. Отмеривают в колбочку для сжигания 1 мл безбелко- 
вого фильтрата сыворотки. В другую колбочку для сжига- 
ния отмеривают 1 мл фильтрата контрольной пробы. 

6. Всыпают в каждую колбочку для сжигания по 0,5 г 
смеси медного купороса и сернокислого калия и добав- 
ляют по 1 мл концентрированной серной кислоты. 

7. Сжигают обе пробы до полного осветления жидкости 
на горелке (рис. 13) или на песчаной бане. После освет- 
ления жидкости колбочки для сжигания продолжают ки- 
пятить еще около 15 минут. 

8. Подготовляют аппарат для отгонки. Для этого пу- 
скают воду в холодильник Г, открывают зажим б, снимают 
колбу В и закрывают зажим а, продолжая кипятить воду 


в парообразователе. 

9. Отмеривают в две конические колбочки точно по 2 мл 
0,01 н. серной кислоты, добавляют по капле индикатора 
и подставляют одну из приемных колбочек под холодиль- 
ник Г, погрузив конец холодильника на 2—3 мм в титро- 


ванный раствор кислоты. 


1 Вместо фильтрования можно центрифугировать. 


10. Дают колбочкам для сжигания остыть, смывают 
содержимое контрольной колбочки 8—10 мл воды в отго- 
ночную колбу В аппарата для отгонки аммиака и подсос- 
диняют колбочку В к прибору. 

11. В бюретку Б наливают 33% раствор щелочи и осто- 
рожно при помощи зажима в впускают в отгоночную колбу 
5 мл раствора щелочи. 

12. Открывают зажим а, закрывают зажим 6 и отгоняют 
аммиак в приемник в течение 5 минут, считая с момента, 
когда каплеуловитель Д станет горячим. 

13. Опускают приемную колбу так, чтобы конец холо- 
дильника был над поверхностью жидкости; обмывают конец 
холодильника 2—3 мл дестиллированной воды в приемную 
колбочку и продолжают отгонку с непогруженным холо- 
дильником еще 2 минуты. 

14. Отставляют приемную колбочку от холодильника 
и открывают зажим 6. Отгоночную колбу В отнимают от 
прибора, выливают из нее жидкость и споласкивают ее 
водой. Закрывают зажим а. 

15. Смывают в отгоночную колбу В содержимое опытной 
колбочки для сжигания и отгоняют из нее аммиак в другую 
приемную колбу, как описано выше. 

16. По окончании отгонки второй пробы отставляют 
приемную колбочку, открывают зажим б, снимают отго- 
ночную колбу В и ополаскивают ее водой. Выключают газ 
и холодильник. 

Оттитровывают содержимое каждой отгоночной колбоч- 
ки и рассчитывают содержание остаточного азота в сыворот- 
ке в мг%. Принцип расчета такой же, как и для макро- 
кьельдаля (см. стр. 171). 

Допустим, что на титрование контрольной пробы пошло 
1,97 мл 0,01 н. раствора МаОН, на титрование опытной про- 
бы—0,86 мл титрованной щелочи. 

Таким образом, связалось 1,97—0,86=1,11 мл 0,01 н. 
Н,5О,. Каждый миллилитр 0,01 н. кислоты соответствует 
0, 14 мгазота. Всего в пробе 1,11 ж0,14=0,1554 мг азота. Так 
как взят | мл безбелкового фильтрата после разведения 
сыворотки вдвое, то в 1 мл сыворотки содержится вдвое 
больше остаточного азота, а в 100 мл — еще в 100 раз боль- 


ше. Таким образом, содержание остаточного азота в сы- 
воротке в данном примере: 


(1,97—0,86).0,14.2. 100=0,1554+200=31,08 мг%. 
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1. Колориметр 
. ическое определ 
ение остаточн 
крови ого азота 


После сжигания по льда] 
аммонийных солей а и СА 
трическим способом ре 
трическое определение еще более чу > те 
же увствительно, чем ми- 
крокъельдаль (см. стр. 171), и при массовых определен 
сокращает время работы, так как не связано с проце и 
отгонки и титрования. Благодаря этим Е ы 
колориметрическое определение остаточного т крови 
часто применяется при клиническом анализе. . 

Принцип определения заключается в том, что после 
сжигания количество азота определяется по интенсивности 
окраски со специальным реактивом на аммиак (реактив 
Несслера). Интенсивность окраски сравнивается в колори- 
метре с окраской стандартного раствора аммонийной соли. 
Действующим началом реактива Несслера является иод- 
ная ртуть в щелочном растворе, которая образует с аммиа- 
ком окрашенное в желтый цвет соединение (иодистый 
меркураммоний). 
5 
ея мн, 

нё/ 


и НЕ 


Приборы. 1. Штатив с сухими пробирками. 

. Воронка с фильтром. 

Пипетка на 10 мл с делениями. 

. Микропипетка на 0,2 мл. 

Пипетка на | мл с делениями. 

. Пипетка на | мл. 

Колбочка для сжигания по Кьельдалю. 
Пипетка на 3 мл. 

Мерные колбочки или пробирки с мет- 
кой на 10 мл, 2 шт. 

10. Игла для взятия крови. 

11. Вата. 

. Этиловый спирт. 

. Диэтиловый эфир. 

. Вольфрамовокислый натрий, 10% рас- 
твор. 

. Серная кислота, 2/, н. раствор. 

. Серная кислота, 10% раствор. 


Реактивы. 


де фФЮННО ФФНчомьююг 
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. Перекись водорода, 30% 
. Сернокислый аммоний, 
раствор, содержащий 0,05 
в 1 мл (приготовление см. стр. 330 
п. 55). Е 
8. Реактив Несслера (приготовление см 
стр. 331, п. 48). | 


—9 о 


Раство 
стан 


Ход работы 


1. В сухую пробирку отмеривают 5,4 мл дестиллирован- 
НОЙ ВОДЫ. 

2. Берут из пальца микропипеткой (см. стр. 78) точно 
0,2 мл крови, обтирают кончик микропипетки ватой от 
приставшей снаружи крови и выдувают кровь в пробирку 
с водой. Микропипетку трижды промывают, осторожно 
набирая и выпуская обратно содержимое пробирки, для 
того чтобы всю отмеренную кровь полностью перевести 
в пробирку. 

. В пробирку приливают при помешивании 0,2 мл рас- 
твора вольфрамовокислого натрия и 0,2 мл ? /, н. раствора 
серной кислоты и тщательно перемешивают. 

4. Содержимое пробирки отфильтровывают от выпав- 
шего осадка белков крови в другую сухую пробирку. 

5. Отмеривают 3 мл фильтрата (что соответствует 0,1 мл 
крови) в колбочку для сжигания, добавляют | мл 10% сер- 
ной кислоты и осторожно упаривают на горелке (см. рис. 13) 
или песчаной бане и нагревают до появления белых 
густых паров. 

6. Дают колбочке охладиться, добавляют 1—2 капли 
перекиси водорода и вновь нагревают и кипятят до обес- 
цвечивания и просветления жидкости. 

7. По охлаждении колбочки разбавляют содержимое 
1—2 мл дестиллированной воды и количественно переводят 
его в мерную колбочку (или пробирку), смывая остаток 
небольшими порциями воды. 

8. В другую мер ную колбочку отмеривают 1 мл ег 
ного раствора сернокислого аммония и добавляют 1 мл 10% 
раствора серной кислоты и 3—4 мл воды. : 
обе мерные колбочки добавляют по 3 мл реактива 
Несслера, доводят в них объем водой до метки и перемеши- 
вают содержимое каждой колбочки. 

10. Колориметрируют опытный раствор по стандарту 
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Дартный 
МГ азота 


какие и 
НОКИСЛС 
ствуют в и‹ 


(см. стр. 118) и вычисляют содержание остаточного азота 
в крови в мг%. 

Допустим, что в нашем случае при высоте столба стан- 
дартного раствора 30 мм среднее из нескольких отсчетов 
для высоты столба опытного раствора составляет 44,8. 

Так как | мл стандартного раствора содержит 0,05 мг 
азота и определение велось в 0,1 мл крови, а в 100 мл кро- 
ВИ ры азота в 1 000 раз больше, то кровь содержит 
0,05. 48. 1000 = 33,6 мг% остаточного азота. 

з 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ СВОБОДНЫХ АМИНОКИСЛОТ МЕТОДОМ 
РАСПРЕДЕЛИТЕЛЬНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ НА БУМАГЕ 


Определение свободных аминокислот весьма важно для 
изучения обмена белков и отдельных ами- 
нокислот в организме. 

Хроматографический метод М. С. Цвета 
(см. стр. 93) позволяет не только установить наличие ами- 
нокислот, но и определить, . 
какие именно ами- 
нокислоты  присут- 
ствуют в исследуемом ма- 
териале. 

Для определения ‘ами- 
нокислот наиболее удобен 
метод распредели- 
тельной хромато- 
графии на фильт 
ровальной бумаге. 

Метод заключается в том, 

что подвижной раствори- 

тель (обыкновенно фенол, Литаминовая кислота 
насыщенный водой) наса- Место нанесения раствора 
сывается полосой фильт- 

ровальной бумаги и УВЛе- рис, 16. Хроматограмма амино- 
кает за собой аминокис- кислот. 

лоты. Отдельные аминоки- 

слоты в разной степени удерживаются бумагой и от- 
стают от «фронта» растворителя. Если потом полоску 
бумаги высушить и опрыснуть раствором нингидрина 
(см. стр. 12), то местоположение отдельных. аминокислот вы- 
является в виде синих и фиолетовых пятен (разных оттен* 
ков) (рис. 16). Положение пятна, т. е. отношение расстоя- 
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т 


и ыЕЕ 


Е 


Е 


ния его середины от Места нанесения испытуемой СМес 


к расстоянию «фронта» растворителя от места нанесения 
смеси (коэфициент), характерно для данной аминокислоть 
в данных условиях (растворителя, температуры, сорта бу. 
маги и т. п.). Например, на рис. 16 для аланина коэфициент 
равен а:6. Как показали исследования, Разделение ве. 
ществ при распределительной хроматографии зависит н е 
от адсорбции (так как чистая бумага — клетчатка 
практически не адсорбирует аминокислот), аот распре. 
деления аминокислоты между фенолом 
и водой. Дело в том, что воздушносухая фильтроваль- 
ная бумага всегда удерживает некоторое 
количество влаги и, таким образом, играет 
роль водной колонки. Коэфициент данной амино- 
кислоты (положение пятна) зависит поэтому от соотноше- 
ния ее растворимости в феноле к растворимости в воде. 
Чем больше растворимость в феноле, тем дальше (ближе 
к фронту растворителя) отойдет пятно; чем больше рас- 
творимость в воде, тем больше аминокислота будет удержи- 
ваться влагой, содержащейся в бумаге, и тем меньше будет 
соответствующий коэфициент. 

Метод распределительной хроматографии на бумаге 
применяется для анализа не только аминокислот, но и ряда 
других веществ. Большим преимуществом этого метода 
является то, что он позволяет исследовать ничтожные 
(порядка микрограммов — миллионных грамма) коли- 
чества аминокислот или ‘других ве- 
ществ. Мы описываем упрощенный метод хроматогра- 
фического разделения аминокислот в пробирке. 

Для этого метода удобно применять раствор, содержа- 
щий глутаминовую кислоту, аланин и лейцин. При отсут- 
ствии этих аминокислот их можно заменить другими комби- 
нациями с достаточно отличающимися коэфициентами 
(см. стр. 330, п. 45). 

Приборы. 1. Сухая пробирка (желательно широ- 

кая) с пробкой. 

2. Полоска фильтровальной бумаги 
(10—15 мм на 120—130 мм). 

3. Нитки и игла. 

4. Сушильный шкаф, нагретый до 100°, 
снабженный перекладиной с крючка- 
ми для подвешивания полосок бумаги. 

5. Термостат, нагретый до 35—40°. 


рез 


насыщен] 

на стенк] 
(Осто] 

ожоги!) 
3. На 


6. Пульверизато 
7. Капилляр. р 


8. Кусок чистого и сухого стекла, 

9. Линейка с делениями. 

10. Деревянный зажим. 

11. Пипетка. 

Реактивы. 1. Фенол, насыщенный водой (приго- 

товление см. стр. 333, п. 60). 

2. Нингидрин, 0,1% раствор в спирте. 

3. Раствор аминокислот (приготовление 
см. стр. 330, п. 45). 


Ход работы 


1. Берут полоску фильтровальной бумаги, по возмож- 
ности не загрязняя ее пальцами. На одном конце полоски. 
делают прокол иглой, продевают в прокол нитку и завязы- 
вают ее петлей. 

2. В пробирку наливают пипеткой _0,5—1 мл фенола, 
насыщенного водой, следя за тем, чтобы фенол не попал 
на стенки пробирки. 

(Осторожно! При попадании на кожу фенол вызывает 
ожоги!) 

3. На конце бумажной полоски, противоположном про- 
колу, обводят карандашом (не чернильным и не цветным) 
кружок диаметром в 2—4 мм, отступя на 5—7 мм от края 
бумаги. 

4. В центр кружка наносят при помощи капилляра ма- 
ленькую каплю раствора аминокислот (рис. 17) и под- 
сушивают ее на воздухе. з 

) 5. Берут полоску уния левой рукой за нитку и ты 
кают ее в пробирку до соприкосновения вы 
бумаги с фенолом. Придерживая нитку, и а 
пробирку пробкой, регулируя и ке, зажатой 
образом, чтобы она висела а Е 18). 

й лась в Е : 
О ВН в штатив и помещают ее в термостат 


при 35—40° на 1'/з—2 часа 1. 


Хх рома Тот рамм У мож и комнат ной температ уре, 
необходимое для продвижения фронт а 


но вести и пр 


но в этом случае время, 
растворителя, вдвое больше, ны 
туры, время получения хром 
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й Помимо темпера- 
чем в термостате. 
раммы тем больше, чем плотнее 


7. Через 1\/з=-2 часа, когда бумага насосет фенол на 
8—10 см, полоску бумаги вынимают и подвешивают з 
нитку. в сушильный шкаф при 100° (в вытяжном шкафу) на 
10—15 минут для испарения фенола. 


НИПАЕ 
Прокол 


Фронт растворителя 
(фенола) 


Полоска думаги 


Место нанесения раствора, 
очерченное карандашом 


Рис. 18. Упрощенный прибор для распределительной 
хроматографии. 


8. Сухую полоску бумаги прикрепляют зажимом к стек- 
лу или подвешивают за нитку и опрыскивают из пульвери- 
затора раствором нингидрина. Затем бумажку снова под- 
вешивают в сушильный шкаф на 5—6 минут. 
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И... нате иисывия 


9. Вынимают полоску бумаги из 
кладут ее на стекло или лист бумаги и 
расстояние середины пятен и фронта рас 
ной точки нанесения раствора. 

10. Вычисляют коэфициенты для глутаминовой ки- 
слоты (первое пятно), аланина (второе пятно) и лейцина 
(третье пятно) (или других аминокислот) и записывают 
результаты, сохраняя хроматограмму в дневнике. 


сушильного шкафа, 
линейкой измеряют 
творителя от исход- 


* ПЕРЕАМИНИРОВАНИЕ АМИНОКИСЛОТ 


Переаминированием называется процесс фер- 
ментативного переноса аминогрупп аминокислот на кето- 
кислоты, открытый и подробно исследованный А. Е. Бра- 
унштейном и М. Г. Кринман. Обязательным компонентом 
системы переаминирования является дикарбоновая 
амино- или кетокислота. 

-Переаминирование широко распространено в различных 
тканях животных и растений. 

Благодаря этому процессу в организме может осуще- 
ствляться синтез ряда аминокислот и некоторых других 
соединений из их углеродного скелета. Переаминирование 
происходит под действием ферментов амино фе раз, 
оптимум действия которых лежит в слабо щелочной среде 
(РН=7,4). 

Процесс переаминирования удобно наблюдать на мы- 
шечной кашице, используя в качестве аминокислоты глу- 
таминовую, а в качестве кетокислоты — пировиноградную 
кислоту. В этом случае реакция идет по схеме: 


СООН 
ре. т ыы 
с=о | 
а. Е г =@О а + СНмН, 
СН | 
та Е | ; СНз 
СН» и 
| 
СООН 
СООН 
Глутами- Пировино- а Аланин 
новая кис-  градная 


кислота 
лота кислота ВА 
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Для того чтобы наблюдать переаминирование, 
вращают процесс гликолиза, при котором пирови 
ная кислота превращается в молочную. 
обычно отравляют монобром уксусной 
кислотой. 

Процесс переаминированияобрати 
и для его исследования обычно количественно определяют 
прирост или уменьшение концентрации участвующих в е. 
акции кето- и аминокислот. О происходящем переамини- 
ровании можно судить также по появлению аланина на 
хроматограмме. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Пробки к пробиркам. 

3. Пипетка на | мл`с делениями. 

4. Водяная баня. 

5. Воронки с фильтрами, 2 шт. 

6. Приборы, необходимые для распре- 

делительной хроматографии на бумаге 
(стр. 178). 

Реактивы. |. Глутаминовая кислота, 1% раствор, 
нейтрализованный едким кали. 

2. Пировиноградная кислота, 1% рас- 

твор, нейтрализованный едким кали 
(получение см. стр. 327, п. 39). 

3. Кислый углекислый калий, 0,1% 

раствор. 

4. Монобромуксусная кислота, 0,025% 
раствор, нейтрализованный едким ка- 
ли (синтез см. стр. 396, п. 22). 
Мышечная’ кашица (приготовление 
см. стр. 326, п. 24). 

6. Реактивы, необходимые для распре- 
делительной хроматографии на бу- 


маге (стр. 179), кроме раствора амино- 
кислот. 


7. Уксусная кислота, 2% раствор. 


Предот. 
Ногра ы. 
Гликоли, 


сл 


Ход работы 


1. В две пробирки отмеривают по 0,5 мл раствора глу- 
таминовой кислоты, 0,5 мл раствора пировиноградной 
кислоты, 1 мл раствора двууглекислого калия и 0,25 мл 
раствора монобромуксусной кислоты. 
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>. 


2. Добавляют в обе пробирки по 0,5 г свежей мышечной 
кашицы. Вторую (контрольную) пробирку сейчас же 
нагревают до кипения и осторожно кипятят в течение 
1—2 минут. 


2 ит _ 
 раббреиителя | - 
_—_ 

} 


Рис. 19. Хроматограмма мышечной кашицы после осаждения 


белков. 
тна 
Ослабление пятна глутаминовой кислоты и появление О Оя 
аланина в опытном растворе указывает на процесс п р 


3. Обе пробирки закрывают пробками и ставят в водяную 
баню при 38° на 1*'/»—2 часа, многократно перемешивая 


содержимое. р 
г Через 11/»—2учаса вынимают пробирки из „бани, в 

бавляют в каждую пробирку по 0,25 мл уксусной кисло 

и кипятят до полного свертывания белков. = 


5. Отфильтровывают содержимое ка 


ве обирки 
чистые пробирки, отмечая их теми же номерами, Зак 1 
вают пробирки пробками и оставляют их до ео 


ДУющег, 
занятия (желательно в холодном месте). 

6. На следующем занятии хроматографируют оба раство. 
ра (см. стр. 177) на одной полоске бумаги пириной в 2,5, 
используя для этого достаточно широкую пробирку и стара- 
ясь наносить одинаковые количества каждого раствора 1. 
Ввиду малой концентрации глутаминовой кислоты и Обра. 
зующегося аланина наносят растворы по 2 раза на то 
же место, предварительно подсушив ва воздухе каплю, 
нанесенную первый раз. Е 
7. Хроматограмму рассматривают на листе белой бу. 
маги”или в проходящем свете. Так как мышечная кашица 
содержит небольшие количества свободных аминокислот, 
в частности, аланина, на хроматограмме контрольного рас- 
твора, наряду с ярким пятном глутаминовой кислоты, мо- 
жет проявиться очень слабое пятно аланина. Опытная 


проба дает явное пятно аланина и ослабленное пятно глу- 
таминовой кислоты (рис. 19). 


* ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИНОАЗОТА ГАЗОМЕТРИЧЕСКИМ 
МЕТОДОМ ПО ЦУВЕРКАЛОВУ 


Количественное оп 
аминокислот, полипеп 
для исследования фе 
ществ и их гидроли 
Помимо ценных [9 
и переваривания 


ределение свободных аминных групп 
тидов и белков широко применяется 
рментативного распада белковых ве- 
за другими способами (см. стр. 34). 
едений о строении белковой молекулы 
белков, определение амивоазота дает 
возможность судить о содержании свободных аминокислот 
и пептидов в крови, моче и других жидкостях и тканях 
организма. 


Для определения аминоазота применяется ряд методов. 


Газометрическое определение по выделению свободного 
азота является одним из наиболее точных способов и имеет 
ряд преимуществ перед методом формольного титрования 
(см. стр. 37), в особ 


енности для исследования белкового 
обмена. 

а 

` Если не удается подобрать достаточно широкую ны, 
можно хроматографировать каждый раствор отдельно в обы' 
пробирках. 
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ТО ОДНОВ 
ложение 


деление ( 


2НМС 


Газометрическое определение основан 
первичной аминогруппы а 
сазотистой кислотой ивы 
свободного 


о на реакции 
минокислот 


делении при этом 
азота согласно реакции: 


МН. ОН 
| х 
В —СН—СООН - Н№О, - В —СН— СООН +НО-М, 
Аминокислота Оксикислота 
Аминокислота при 


этом дезаминируется 
и переходит воксикислоту, 
а выделяющийся азот состоит н а- 
половину из азота ами- 
нокислоты инаполови- 
ну из азота азотистой 
кислоты. Так как указанная 
реакция протекает в кислой среде, 
то одновременно происходит раз- 
ложение азотистой кислоты и вы- 
деление окислов азота: 


2НМО, — МО +- № + Н.О, 


которые мешают определению сво- 
бодного азота. Чтобы можно было 
измерить объем  выделившегося 
азота, окислы азота предваритель- 
но поглощают щелоч- 
ным раствором марган- 
цовокислого калия. 
Аппарат Д. А. Цуверкалова 
(рис. 20) состоит из газометриче- 
ской микробюретки в, снабженной 
двухходовым краном б с припаян- 
ной к крану небольшой бюреткой а. \) 
Газометрическая бюретка в соеди- “=== 
нена каучуковой трубкой со смеси Рис. 20. Аппарат 
телем г, который и очередь Цуверк < 
сообщается с грушей 9. г 
пе > ртутью. Через бюретку Я то тес 
сасывают испытуемый раствор, раствор о Е и 
натрия и уксусную кислоту, следя за тем, чт — 


бюретку в не попадал воздух. После того как реак 
кончится, впускают щелочной раствор пермангана 
поглощения окислов азота. Затем измеряют объем ВЫДелив- 
шегося свободного азота. Учитывая температуру и Давле. 
ние, рассчитывают количество аминоазота, памятуя, что о 
составляет половину всего выделившегося азота. 


ЦИЯ за- 


Приборы. 1. Аппарат Цуверкалова (рис. 20) 
2. Пипетка на | мл. 
3. Пипетка на 5 мл с делениями. 
4. Барометр. 
5. Термометр. 


Реактивы. 1. Глицин, 0,02 м. раствор или разве- 
денный гидролизат белка. 
2. Уксусная кислота, 50% раствор. 
3. Азотистокислый натрий, 30% рас- 
твор, свежеприготовленный. 
4. Щелочной раствор перманганата (при- 
готовление см. стр. 334, п. 68). 


Ход работы 


1. Открывают двухходовой кран б на соединение с от- 
ростком е. Поднятием груши со ртутью д вытесняют из мик- 
робюретки в воду, которой заполнен аппарат, в сосуд для 
слива ж и доводят уровень ртути до крана. 

2. Поворачивают кран на соединение с бюреткой а и, 
поднимая грушу, заполняют ртутью каналец крана и дно 
бюретки а, после чего кран закрывают. 

3. Опускают грушу и закрепляют ее в кольце штатива, 
создавая таким образом отрицательное давление в при- 
боре. 

4. В бюретку а отмеряют точно 1 мл испытуемого рас- 
твора (глицина или гидролизата белка). 

5. Осторожно поворачивая кран б на соединение с бю- 
реткой а, впускают испытуемый раствор в микробюретку в, 
избегая попадания в бюретку в воздуха, т. е. оставляя очень 
немного раствора в бюретке а над краном. 

Если при этой операции воздух всеже попал в микро- 
бюретку в, его удаляют поднятием ‘груши. 

5. Наливают в бюретку а 1—1,5 мл раствора уксусной 
кислоты и переводят ее описанным выше способом в микро- 
бюретку в. Затем таким же образом вводят в бюретку в 
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смесителе 
выделивше 
12. Нал 
твора пер 
в пп, 9—1 
Е } № 


1.5 мл раствора азотистокислого нат 
чаях, во избежание засасывания в 
личество раствора оставляют в бю 

7. Встряхивают в течение 11 


который должен быть заполнен ртутью приблизительно 
наполовину. За это время заканчивается процесс дезами- 
нирования аминокислот, а избыток азотистой кислоты раз- 
лагается с выделением окислов азота, 


‚ 8. Вводят через бюретку а в микробюретку в описанным 
выше способом 8—10 мл щелочного раствора перманга- 
ната, не давая воздуху попасть в бюретку в. 

9. Снова встряхивают смеситель г в течение 11/2—2 ми- 
нут для поглощения окислов азота. 

10. Поднимают грушу и, осторожно поворачивая кран 
на соединение с отростком е, выпускают жидкость над пу- 
зырьком газа и доводят пузырек газа точно до края крана 
(нулевой отсчет микробюретки). 

11. Устанавливают грушу так, чтобы ртуть в груше д ив 
смесителе г была на одном уровне, и точно измеряют объем 
выделившегося газа. 

12. Наливают в бюретку а еще около 5 мл щелочного рас- 
твора перманганата и повторяют операции, описанные 
в пп. 9—1]. 

Если при отсчете объем газа уменьшается, то повторяют 
поглощение окислов азота перманганатом до постоянного 
объема газа. По достижении постоянного объема определе- 
ние закончено. 

13. Открывают кран на соединение с отростком е и под- 
нятием груши выводят отреагировавшую смесь в сосуд для 
слива ж. 

14. Промывают прибор сначала 2—3 порциями с 
затем уксусной кислотой и нитритом (смешивая Е ля 
боре) и еще 5—6 порциями дестиллированной нь 
этой цели каждую порцию наливают в бюретку а, г 

соответствующим по 
микробюретку в опусканием груши и оротом крана 
воротом крана, затем выводят в сосуд ж пов га К 
на соединение с отростком е и поднятием ту - р я 
поверхность ртути станет чисто, и ее через бю- 
ретку в дестиллированной водой, ввод 
ретку а. 

15. Повторяют определен 
раствора дестиллированную в 
контролем на реактивы и нео 


рия. В обоих слу- 
оздуха, небольшое ко- 
ретке а. 


3—2 минут смеситель а) 


ие, беря вместо испытуемого 
оду. Это определение служит 
бходимо для получения точ- 
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ных результатов. Количество выделившегося азота в таком 
«слепом» опыте не должно превышать 0,05 мл 1. 

16. Вычисляют количество азота аминокислот во взятой 
пробе и в миллиграмм-процентах в испытуемом растворе, 

Для этого из объема газа вопытной пробе вычитают объем 
газа в контрольной пробе. Полученный объем выделивше- 
гося азота приводят к нормальным условиям (0° и 760 ММ), 
пересчитывают на вес в миллиграммах и делят пополам 
(так как только половина азота происходит от аминокислот). 

Для приведения к нормальным условиям пользуются 
формулой: 

_ о(р—65)-273 
°° — 760 (273+ А’ 

где и, — объем газа при нормальных условиях; о— объем вы- 
делившегося азота в условиях опыта; р — давление, при 
котором производилось определение, в миллиметрах 
ртутного столба; { — температура, при которой произво- 
дилось определение; Ь — давление насыщенного водяного 
пара при температуре # (находят по таблице Х в при- 
ложении, стр. 342). 

Найдя объем выделившегося азота при нормальных ус- 
ловиях, вычисляют его вес. Исходя из того, что одна грамм- 


молекула газа (т. е. 28 г азота) занимает объем в 22,4 л, 


определяют, что 1 мл азота должен весить = = 1,2508 мг. 


Отсюда объем выделившегося азота нужно помножить на 
1,2508. Разделив полученное количество азота на 2, полу- 
чают количество мг азота аминокислот во взятой пробе. 

Приведенный сложный расчет показывает общие прин- 
ципы вычислений в газовом анализе. 

На практике для определения азота аминокислот поль- 
зуются табл. 4, приведенной на стр. 189. В верхнен строке 
таблицы находят барометрическое давление Р, а в первом 
столбце—температуру №, при которых производился опыт. 
На месте пересечения находят непосредственно вес 1 мл 
аминоазота при данных температуре и давлении. Вес дается 
уже с учетом того, что при реакции с азотистой кислотои 
лишь половина азота происходит от аминокислот. Поль- 
зование этой таблицей значительно упрощает расчеты. 


т Если один студент не успевает проделать в течение занятия 
оба определения, то контрольный”опыт следует превести а: 
рантской, а результаты его дать студентам для производства рас- 
четов. 
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#2 


681 


Аминный азот в миллиграммах, 


0,5655 


0,5160 


730 


0,5210 
0,5175 


Цуверкалова при 


732 


0,5710 
0,5685 


0,5190 


734 


0,5205 


соответствующий 1 
различной температуре и давлении 


736 


738 


Таблица 4 


мл газообразного азота в аппарате 


740 742 744 746 748 750 


0,57750,5790]0,5805\0,58200,5840)0 ‚5855 
0'57500,57650,57800,5795 0,5815|0,5830 
0’5725/0,57400,57550,5770]0,5785]0,5805 
0’5700]0,57150,5730]0,5745|0,57600,5775 
0'56700,56850,5705]0,5720]0,5735 0,5750 
0'56450,56600,5675|0,5690]0,5710|0,5725 
0’56200’5635|0,5650|0,5665|0,5680 0,5695 
0’55950,56100,56250,5640]0,5655|0,5670 
0’55650,5580]0,55950,5610]0,5630]0,5645 
0’5540]0,5555|0,55700,5585|0,5600|0,5615 
0’5510]0’5595|0'55400,5555|0,5575|0,5590 
0’5485]0,55000,5515\0,5530]0,5545] 0,5560 
0’5455/0,54700,5485|0,550010,5515|0,5530 
0’54300,54450,5460]0,54750,5490|0,5505 
0’54000’5415|0,5430|0,5445|0,5460]0,5475 
0’5370/0’53850,54000,5415|0,5430|0 ,5445 
0’53400,53550,5370/0,5385\0,5400|0,5415 
0’53100,53250,53400,53550,5370|0,5385 
0’5280|0’5295|0,5310]0,5325\0,5340]0›5355 
0’5250|0,5265|0,5280]0,5295\0,5310\0,5325 


2 


Ра 


762 


764 


766 


768 770 


772 


756 758 760 

0,5900 | 0,5915 | 0,5935 | 0,5950 | 0,5965 | 0,5980 | 0,5995] 0,6010| 0,6030 | 11 
0,5875 | 0,5890 | 0,5905 | 0,5925 | 0,5940 | 0,5955 | 0,5970] 0,5985 | 0,6000 | 12 
0,5850 | 0,5865 | 0,5880 | 0,5895 | 0,5910| 0,5930 | 0,5945] 0,5960 | 0,5975 | 13 
0,5825 | 0,5840 | 0,5855 | 0,5870 0,5885 | 0,5900 | 0,5915 0,5935 | 0,5950 | 14 
0,5735 | 0,5810 | 0,5830 | 0,5845 | 0,5860 | 0,5875 | 0,5890! 0,5905| 0,5920 | 15 
0,5770 | 0,5785 | 0,5800 | 0,5815 | 0,5830 | 0,5850 | 0,5865] 0,5880 | 0,5895 | 16 
0,5745 | 0,5760 | 0,5775 0,5790 | 0,5805 | 0,5820 | 0,5835] 0,5850 | 0,5865 | 17 
0,5715 | 0,5730 | 0,5745 | 0,5765 | 0,5780 | 0,5795 | 0,5810] 0,5825 | ‘0,5840 | 18 
0,5690 | 0,5705 | 0,5720 | 0,5735 | 0,5750 | 0,5765 | 0,5780] 0,5795| 0,5810 | Тб 
0,5660 | 0,5675 | 0,5690 | 0,5705 | 0,5725 0,5740 | 0,5755] 0,5770 | 0,5785 20 
0,5685 | 0,5650 | 0,5665 | 0,5680 0,5695 | 0,5710 | 0,5725 0,5740| 0.5755 21 
0,5605 | 0,5620 | 0,5635 | 0,5650 0,5665 | 0,5680 0,5695 0,5715| 05730 |. 22 
0,5575 | 0,5595 | 0,5610 | 0,5625 | 0,5640 | 0,5655 | 0,5670] 0 5685 0,5700 | 23 
0,5550 | 0,5565 | 0,5580 | 0,5595 | 0,5610 | 0,5625 | 0,5640] 0,5655 0,5670 | 24 
0,5520 | 0,5535 | 0,5550 | 0,5565 | 0,5580 | 0,5595 | 0,5610| 0.5695 0,5640 | 25 
0,5490 | 0,5505 | 0,5520 | 0,5535 | 0,5550 | 0,5565 | 0,5580] 0.5595 0;5610 | 26 
0,5460 | 0,5475 | 0,5490 | 0,5505 | 0,5520 | 0,5535 | 0,5550] 05565 | 0 5580 | 27 
0,5430 | 0,5445 | 0,5460 0,5475 | 0,5490 | 0,5505 | 0,5520 0,5535 0,5550 28 

0,5400 0,5415 | 0,5430 | 0,5445 0,5460 | 0,5475 | 0,5490] 0,5505 0,5520 29 

0,5370 0,5385 | 0,5400 | 0,5415 0,5430 | 0,5445 | 0,5460] 0,5475 0,5490 за 


= а о ы \ ь_ Е | "РР и ТН ИРРУ ее брак < 


Приведем пример. В опытной 

) тной пробе (1 мл) в 
0,62 мл азота, в контрольной пробе и ы =. 
тура опыта 21°. Давление — 750 мм. По таблице Ре 
что в этих условиях ] мл соответствует 0,559 мг сухого азота. 
Отсюда во взятой пробе содержится: : 


(0,62 —0,03) . 0,559 = 0,59 . 0,559 = 0,33 мг азота. 


Так как взят | мл испытуемого раствора, то 100 мл со- 
держат соответственно 33 мг азота, т. е. в испытуемом рас- 
творе содержится 33 мг% азота аминокислот. 


КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА МОЧЕВИНУ 


Мочевина Н,М —СО — МН, является главным конеч- 
ным продуктом обмена белков у человека 
и многих животных. Образование мочевины в организме 
подробно изучалось И. П. Павловым, М. В. Ненцким, 
И. А. Залесским и С. С. Салазкиным. Местом синтеза мо- 
чевины в организме является главным образом печень. Мо- 
чевина выводится преимущественно с мочой. 

Мочевина представляет собой полныйамид Ууголь- 
ной кислоты. Хотя мочевина и нейтральна на лак- 
мус, но с кислотами она о бразует соли, причем 
азотнокислая и шавелевокислая соли мочевины характер- 
ны своей плохой растворимостью. 

При гидролизе мочевина распа 
газ и аммиак: 


у МН 
= О -- Н2О = СО: = 2МНз. 


МН» 
Гидролиз мочевины протекает под в ке 
уреазы, содержащейся в некоторых бактер 


стениях. я 
Действием уреазы бактерий © 


запах постоявшей мочи (аммиачное анием со щелочами. 
мочевины можно произвести и натрее 


аммиак 

При нагревании в сухом виде ника биуре- 

и образует биурет, который может ее она продукты. 

товой реакцией (см. еее ие ю г. мочевину 
Окислители Р 


т 
с выделением свободно 


дается на углекислый 


бъясняется аммиачный 
брожение). Гидролиз 
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Эта реакция (с бромноватистой щелочью в качестве окис 
лителя) была применена А. П. Бородиным для кол иИЧе. 
ственного определения мочевины в Мо. 
че (стр. 195). 

Очень чувствительной пробой на мочевину, также при. 
меняемой для количественного определения, является ре. 
акция, основанная на способности мочевины давать с ксант. 


гидролом нерастворимое соединение — диксантил. 
мочевину: 
СоНа СН; 
о^ УСНоН-Н,М-—60—МНЫ НоНС я о ы. 
СН СьНа 
Ксантгидрол Ксантгидрол 
С.Н СН. 
>0< усн-нм-— со—мн. нс со 
СН СьНа 
Диксантилмочевина 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Микроскоп. 
3. Предметные и покровные стекла. 
4. Пипетки. 
Реактивы. 1. Мочевина в кристаллах. 
2. Мочевина, 3% раствор. 
3. Мочевина, 0,1% раствор. | 
4. Азотная кислота, концентрированная. 
5. Щавелевая кислота, насыщенный 
_ раствор. 
6. Едкий натр, 10% раствор. 
7. Лакмусовая бумажка, красная. 
8. Сернокислая медь, 1% раствор. 
9. Уксусная кислота, ледяная. 
0. Ксантгидрол (синтез, см. стр. 325, 
п. 18), 5% раствор в метиловом 
спирте. 


Ход работы 


1. Получение азотнокислой мочевины 


1. На предметное стекло помещают несколько кристал- 
ликов мочевины, прибавляют каплю воды и осторожно 
покачивают стекло до растворения мочевины. 
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2. Добавляют каплю азотной кислоты — 
кристаллы азотнокислой мочевины. 3 
ным стеклом и рассматривают под 
личении в 200—250 раз (рис. 1) 


образуются 
акрывают их покров- 
микроскопом при уве- 


^^ 


| 
В 
ы 

й 


т вии 


Рис. 22. Кристаллы щавелевокислой мочевины. 


П. Получение щавелевокислой мочевины 


1. Таким же образом получают кристаллы ани 
кислой мочевины, нанося на стекло раствор 


кислоты вместо азотной. те 
2. Кристаллы рассматривают под микроскопом при У 
личении около 50 раз (рис. 22)- г. 


13 Практикум по биологической химии 


Ш. Гидролиз мочевины 


1. В пробирку наливают около 1 мл 3% раствора мо. 
чевины и добавляют равный объем раствора едкого натра 

2. Содержимое пробирки осторожно нагревают и КИ. 
пятят. Происходит выделение аммиака, который обнару- 
живают по запаху и по посинению в парах лакмусовой 
бумажки, смоченной водой. 


ГУ. Получение биурета 


Получают из мочевины биурет и проделывают с ним би- 
уретовую реакцию (см. стр. 9). 


\У. Реакция с ксантгидролом. 


1. В пробирку наливают около 0,5 мл 0,1% раствора 
мочевины, прибавляют 1 мл уксусной кислоты и 0,1 мл 


Рис. 23. Кристаллы диксантилмочевины. 


(5—7 капель) раствора ксантгидрола и встряхивают. Че- 
рез несколько минут выпадают кристаллы диксантилмо- 
чевины. 

2. Полученные кристаллы в форме игл рассматривают 
под микроскопом при увеличении в 200—950 раз (рис. 23). 
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УТ. Реакции на мочевину в моче 


Гидролиз мочевины и реакцию с 


ксантгид олом :. 
ЦИИ Ши У) проделывают с мочой. р (реак 


КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ МОЧЕВИНЫ В МОЧЕ 
ПО БОРОДИНУ 


С мочой взрослого здорового человека за сутки выде- 
ляется около 30 г мочевины. Колебания в ту или другую 
сторону обычно-зависят от состава и количества пищи. 
Кроме того, в патологических случаях количество мочевины 
в моче заметно повышается при лихорадке и уменьшается 
при некоторых заболеваниях печени. 

Определение количества мочевины в случайной порции 
мочи не представляет клинического интереса, так как вы- 
Деление ее с мочой происходит нерав- 
номерно. Поэтому необходимо учитывать количество 
мочевины, выделенноеза сутки. Для этого со- 
бирают мочу, выделенную за 94 часа, измеряют ее коли- 
чество и производят определение мочевины 
в порции суточной (смешанной) мочи. 

Количественное определение мочевины в моче по спо- 
собу А. П. Бородина основано на взаимодействии мочевины 
с бромноватистой щелочью (щелочным раствором бромно- 
ватистокислого натрия). Мочевина при этом разлагается 
с образованием азота и углекислого газа по схеме: 


МН, МаОВг 


СО - МаОВг - М, -- СО, + 2НО - ЗМаВг. 
| 


МН, МаОВг 


Образовавшийся углекислый газ связывается щелочью 
В виде углекислого натрия: 


СО, + 2МаоН -> МаСО, -- На0. 


В этих условиях выделяется в виде газа пе 
змеряют объем выделившегося азота, гы. Е 
мальным условиям, т. е. к температуре те 
60 мм; зная объем, вычисляют вес рев + е 
количеству последнего узнают и вес мочевины. 
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Необходимо указать, что при определении мочевины | 
способу Бородина происходит выделение азота не и, 
из мочевины, но отчасти и из креатинина, мочевой Кислоты 
и некоторых других соединений. Кроме того, Образуется 
немного окиси углерода, которая не поглощается щелочью 
С другой стороны, из мочевины не полностью 


ь ВЫделяется 
весь содержащийся в ней азот. В итоге противоположные 


Г. Определение в приборе Бородина 


Приборы. 1. Мерная колбочка на 50 мл. 

Пипетка на 5 мл. 
Пипетка на 10 мл. 
Ареометр для определения удельного 
веса мочи (урометр). 
Неболышой цилиндр, в который вхо- 
дит ареометр. 

: Прибор А. 1. Бородина (рис. 24). 
Барометр. 

. Термометр. 


Рис. 24. Прибор А. П. Бородина для определения мочевины. 
136 


Прибор А. П. Бородина (рис. 24 
ной градуированной трубки АБ, б 
широкой стеклянной трубки В и 
Градуированная трубка АБ состоит 
которыми находится стеклянный кр 
роткой каучуковой трубкой с зажим 
сунка, кран устроен так, что при 
он соединяет Ас Б, при другом 
к вытечь наружу. Прибор Бородина 
728 металлическом штативе. 

: Реактивы. 1. Соляная кислота, 2%. раствор. 

{ 2. Бромноватистокислый натрий (при- 
готовление см. стр. 322, п. 5). 

3. Хлористый натрий, насыщенный рас- 
твор, подщелоченный углекислым нат- 
рием до слабо щелочной реакции 
на лакмус и отфильтрованный 


) состоит из стеклян- 
олее короткой и более 
Каучуковой трубки |: 
ИЗ двух частей, между 
ан К, снабженный ко- 
ом. Как видно из ри- 
одном его положении 
— жидкость из А может 
должен быть укреплен на 


Ход работы 


1. Заполняют прибор Бородина насыщенным раствором 
хлористого натрия. Для этого раствор хлористого натрия 
вливают через трубку В, которая должна быть поднята 
кверху; кран при этом должен находиться в а 
при котором Б соединяется с А: Раствор Е =: 
рия вливают до наполнения Б и частично А. Во рев Е 
полнения раствором хлористого натрия ть Е 
& от времени слегка сжимать каучуковую трубку а 3 
ь лить из нее все пузырьки воздуха. Затем = >. . р сия 
и выводят раствор из А через каучуковую с у, 
на а, после чего закрывают зажим этой тру ет дьдь: 

2. Определяют в цилиндре с помощью не владею 
ный вес мочи и, если он выше 1,030, развод 
мочу в 10 раз, а если ниже — в 5 раз. 

3. Ополаскивают А разведенной == 
через отросток а. Эту операцию ыы 
в результате чего трубка А ыы” — 
его БУВ НЙ ы ола трубку А 

4. Зажимают зажим у конца а ин я, а трубку В опу- 
разведенной мочой до нулевого деления, 
скают на более низкий уровень. торожно впускают в Б 

5. Повертывают кран прибора и : те закрывают кран и 
из Д 5—8 мл разведенной мочи, сн перешло из 


; тров мочи 
точно отмечают, сколько миллили р 197 


чой, выпуская ее 


ют еще два раза, 
ется от попав-. 


АВ. т” 


в Б. Так как Удельный вес насыщенного 
стого натрия значительно 


Ы 


и снова зажимают зажим. 


7. Вливают теперь в трубку А раствор бромноватисто- 
кислого натрия, кран закрывают и выжидают конца ВЫ- 
деления пузырьков газа. 

8. Впускают 5 
натрия из АвБи 
зырьки газа. Эту о 
кращают тогда, 


же уровня жидк 
бромноватистоки 

9. Оставляют аппарат на 20—30 минут, а затем легким 
постукиванием по трубке Б и по резиновой трубке собирают 
весь азот вверху трубки Б. 

10. Приводят газ в трубке Б к атмосферному давлению, 
поднимая В так, чтобы уровень жидкости в нем был одина- 
ков с уровнем в трубке Б, и измеряют объем азота, находя- 
щегося в трубке Б 1. 

11. Записывают показания барометра и термометра и вы- 
числяют содержание мочевины в суточном количестве 
исследуемой мочи. 

Для этого сначала приводят объем азота к нормальным 
условиям и вычисляют его вес в миллиграммах (см. стр. 188). 
Найдя вес выделенного азота, переводят его в мочевину, 
умножая на 2,143 (молекулярный вес мочевины = 60,05, 
молекулярный вес азота = 28,02, откуда 60,05: 28,02 = 
=2,143). Полученное количество мочевины делят на коли- 
чество миллилитров разведенной мочи в пробе, умножают 
на разведение и на суточное количество мочи. 

Количество миллиграммов мочевины, соответствующее 
1 мл выделенного азота при температуре и давлении опыта, 
можно найти из табл. 5 (стр. 200). 


т Как только определение закончено, прибор необходимо вы- 
мыть, так как при долгом стоянии щелочь может. разъесть стекло 
и испортить краны. 
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чество моч 
Коли евины, выделенное за сутки = 
_©9.а.5.р 
я - 
Содержание мочевины в моче в процентах = 
_ 9.4.0.100 
1000 и’ 


где и — объем выделившегося азота в условиях опыта: 
а— количество мочевины, соответствующее | мг азота 
при температуре и давлении опыта (находят. по табл. 5); 
$ — разведение; О—количество мочи, выделенной за сутки 
(диурез); п — количество миллилитров разведенной мочи, 
взятое для определения; 1000 — фактор для перевода 
миллиграммов в граммы. 


П. Определение в приборе Краснянского 


Для определения мочевины в моче по способу А. П. Бо- 
0 родина "Л. М. Красиянским предложен более доступный 
ь прибор, который может быть легко собран в любой лабо- 
ратории. 


Рис. 25. Прибор 
Л. М. Краснянского 
для определения 
мочевины. 
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Таблица 5 
Количество миллиграммов мочевины, эквивалентное 1 мл азота, собранного над водой при давлении Р 
и температуре {° (по П. Л. Мальчевскому) 
| | | 


| 
737 | 738 | 739 | 740 


2,453 
| 2,441 12,445 | 2,448 |2,451 | 2,455 |2,458 |2 461 | 2,465 | 
2,430 2,433 | 2,437 | 2,440 | 2,443 |2.447| | 
2,418 |2, ‚425 | 2,428 | | 
2,407 | 2,410 | 2,413 | 2,417 ‚42 
2,395 2,398 | 2,402 | 2,405 | 2,408 | 2.412 
‚383 2,387 | 2,390 | 2,393 
2,371 | 2,375 | 2,378 | 2,381 
2,360 | 2,363 | 2,366 |2,369 
2,347 | 2,351 | 2,354 | 2.357 
2,335 | 2,338 | 2,342 |2 345 


[2,483 2,486 
2,468 | 2,479 | 2,475 
450 | 2,453 | 2,457 |2,460| 2,463 
‚438 | 2,442 | 2,445 | 2,448 | 2,452 
427 | 2,430 | 2,433 | 2,437 | 2,440 
2,415 2,418 | 2,422 | 2,425 | 2 498 
2,397 | 2,400 | 2,403 |2,406 2,410 | 2,413 | 2,416 
2,385 | 2,388 2,391 |2, 394 2,398 | 2,401 | 2,404 
2,373 | 2,376 2,379 | 2,388 2,386 | 2,390 | 2,392 
2,360 | 2,364 2,367 | 2,370 2,374 | 2,377 | 2,380 
2,348 | 2,352 2,355 | 2.358 2,361 | 2,365 | 2,368 
46 | 2,349 | 2,352 г 


юьыь 


< юююь 


2,323 | 2,326 | 2,329 |2,333 | 2,336 |239 2,342 |2 
2,31 [2,314 2,317 | 2,3202, 303 2,327 | 2,330 


] 
2,500 2,503 |2,507 |2,510 2,517 | 2,521 | 2,523 |2,527 | 2,530 
2,488 2,492 | 2,495 | 2,498 2,505 | 2,509 | 2,512 2,519 
2,477 | 2,480 | 2,483 |2,487 2,493 | 2,497 | 2,500 2,507 
2,465 | 2,468 | 2,471 | 2,475 2,482 | 2,485 | 2,488 | 2,492 | 2,495 
2,453 | 2,457 | 2,460 | 2,463 2,470 | 2,473| 2,477 2,483 
2,441 | 2,445 | 2,448 | 2,451 2,458 | 2,461 | 2,465 2,471 
2,430 2,438 | 2,436 | 2,439 2,446 | 2,449 | 2,453 2,459 
2,417 | 2,421 |2,424 | 2,427 2,433 | 2,437 | 2,440 2,447 
2,405 2,409 2,412 | 2,415 2,422 | 2,425 | 2,428 2,435 
2,393 | 2,396 | 2,400 | 2,403 2,409 2,413 | 2,416 2,423 
2,381 | 2,384 | 2,387 | 2,391 2,397 | 2,400 | 2,404 2,410 
2,368 | 2,371 | 2,375 | 2,378 2,384 | 2,387 | 2,391 2,397 
2,356 2,359 |2,362 | 2,365 2,372 | 2,375 | 2,378 2,385 


00% 


Количество миллиграммов мочевины, эквивалентное 1 мл азота, 


р 


——— 


И 


2,443 
2,431 
2,420 
2,408 
2,397 
2,385 
2,373 
2,362 
2,350 
2,338 
2,325 
2,313 
2,301 


736 


2,446 
2,435 
2,493 
2,412 
2,400 
2,389 
$3 
2,365 
2,353 
2,341 
2,329 
2,316 
2,304 


собранного над водой при давлении Р 


и температуре {° (по П. Л. Мальчевскому) 
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2,449 
2,438 
2,426 


*2,415 


2,403 
2,391 
2,380 
2,368 
2,356 
2,344 
2,332 
2,320 
2,307 


738 


2,453 
2,441 
2,430 
2,418 
2,407 
2,395 
2,383 
2,371 
2,360 
2,347 
2,335 
2,323 
2,311 


739 


2,456 
2,445 
2,433 
2,422 
2,410 
2,398 
2,387 
2,375 
2,363 
2,351 
2,338 
2,396 
2,314 


| 740 


2,459 
2,448 
2,437 
2,425 
2,413 
2,402 
2,390 
2,378 
2,366 
2,354 
2,342 
2,329 
2,317 


741 


742 


743 


744 


2,473 | 2,476 | 2,480 | 2,483 


2,461 
2,450 
2,438 
2,427 
2,415 
2,403 
2,391 
2,379 
2,367 
2,355 
2,342 
2,330 


Таблица 5 


745 746 747 748 


к 


2,465 | 2,468 | 2,472 
2,453 | 2,457 | 2,460 
2,442 | 2,445 | 2,448 
2,430 | 2,433 | 2,437 
2,418 | 2,420 | 2,495 
2,406 | 2,410 |2,413 
2,394 | 2,398 | 2,401 
2,383 | 2,386 | 2,390 
2,370 | 2,374 | 2,377 
2,358 | 2,361 | 2,365 
2,346 | 2,349 | 2,352 
2,333 | 2,335 2,340 


\ 


Таблица 5 (продолжение) 


в = 749 | 750 | 751 | 752 | 753 | 754 ть 756 757 758 759 760 761 | 762 
-- 
12 2,490 | 2,493 | 2,496 и 2,507 ром. 2,517 | 2,521 | 2,523 | 2,527 | 2,530 | 2,533 
13 2,478 | 2,482 | 2,485 | 2,488 |2,492 2,495 | 2,498 | 2,502 | 2,505 | 2,509 |2,512 |2,515|2,519| 2,522 
14 2,467 | 2,470 | 2,473 | 2,477 | 2,480 | 2,483 |2,487 | 2,490 | 2,493 | 2,497 |2,500 | 2,504 | 2.507 | 2,510 
15 2,455 | 2,458 2,462 | 2,465 2,468 | 2,471 2,475 2,478 | 2,482 | 2,485 | 2,488 | 2,492 | 2,495 | 2,498 
16 2,443 2,447 | 2,450 | 2,453 |2,457 2,460 | 2,463 | 2,467 2,470 | 2,473 2,477 |2,480 | 2,483 2,486 
и 2,431 | 2,435 | 2,438 | 2,441 | 2,445 2,448 | 2,451 |2,455 | 2,458 | 2,461 | 2,465 | 2.468 | 2.471 
18 2,420 | 2,423 | 2,426 | 2,430 | 2,433 |2,436| 2.439 2,443 2,446 2,449 | 2,453 | 2,456 | 2,459 | 2,462 
19 2,408 | 2,411 | 2,414 | 2,417 | 2,421 | 2,424 | 2,427 [2,431 [2,433 | 2.437 | 2.440 2,444 | 2,447 | 2,450 
20 2,396 | 2,399 | 2,402 | 2,405 2,409 |2,412'2,415 | 2,419 | 2,422 | 2.495 |2, 498 2,432 | 2,435 | 2,438 
21 2,383 | 2,387 | 2,390 | 2,393 | 2,396 | 2,400 | 2,403 | 2,406 |2,409 | 2,413 |2. 416 2,419 |2,423 | 2,426 
22 2,371 | 2,374 | 2,378 | 2,381 2,384 | 2,387 | 2,391 | 2,394 | 2,397 | 2,400 [2.404 2,407 |2,410| 2.413 
23 2,359 | 2,362 | 2,365 | 2,368 | 2,371 | 2,375 | 2,378 | 2,381 |2,384 | 2,387 [2,391 2,394 | 2,397 | 2,401 
24 2,346 | 2,349 | 2,352 2,356 | 2,359 | 2,362 | 2,365 | 2,369 | 2,372 2,375 |2, 378 2,382 | 2,385 | 2,388 
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763 


764 


765 


766 767 


* Е ет 


2,537 
2,595 
2,514 
2,502 
2,490 
2,478 
2,466 
2,454 
2,441 
2,429 
и 
2,404 
2,391 


2,540 
2,529 
2,517 
2,505 
2,495 
2,481 
2,469 
2,457 
2,445 
2,432 
2,420 
2,417 
2,394 


ки Ре 


2,543 
2,532 
2,520 
2,508 
2,496 
2,484 
2,412 
2,460 
2,448 
2,436 
2,423 
2,410 
2,398 


2,550 
2,539 
2,527 
2,515 
2,503 
2,491 
2,479 
2,467 
2,454 
2,442 
2,430 
2,417 
2,404 


2,549 
2,535 
2,524 
2,512 
2,500 
2,488 
2,476 
2,464 
2,451 
2,439 
2,426 
2,414 
2,401 


768 


769 


2,554 | 2,557 
2,542 | 2,545 


2,530 
2,518 
2,506 
2,494 
2,482 
2,471 
2,458 
2,445 
2,433 
2,420 
2,407 


2,534 
2,522 
2,510 
2,498 
2,485 
2,473 
2,461 
2,449 
2,436 
2,423 
2,411 


770 


2,561 
2,549 
2,537 
2,525 
2,513 
2,501 
2,489 
2,477 
2,464 
2,452 
2,439 
2,427 
2,414 


771 


2,564 
2,552 
2,540 
2,528 
2,516 
2,504 
2,492 
2,480 
2,468 
2,455 
2,443 
2,430 
2,417 


Таблица 5 (продолжение) 


772 


2,556 
2,544 
2,532 
2,520 
2,508 
2,495 
2,483 
2,471 
2,458 
2,446 
2,433 
2,420 


773 774 


2,575 
2,559 | 2,562 
2,547 | 2,550 
2,535 | 2,538 
2,523 | 2,526 
2,511 | 2,514 
2,499 | 2,502 
2,486 | 2,490 
2,474 | 2,477 
2,462 | 2,465 
2,449 | 2,452 
2,436 | 2,440 
2,423 | 2,426 


775 776 


д ыы——ыЫыЫ—————— 
Е 


2,577 | 2,581 
2,566 | 2,569 
2,554 | 2,557 
2,542 | 2,545 
2,530 | 2,533 
2,518! 2,521 
5,505 | 2,509 
2,493 | 2,496 
2,481 | 2,484 
2,468 | 2,47! 
2,456 | 2,459 
2,443 | 2,446 
2,430| 2,438 


> 3 


= 
в 
8 

я 
рее. 


т Прибор ль, Краснянского (рис. 25). 


ое. Состоит из бюретки Д соття. 
у рхним концом, широкогорлой 

склянки А емкостью 100—150 
рой широкогорлой склянки Б на 900— 
250 мл и широкого стакана Г. Верхний 
конец ‚бюретки соединен каучуковой 
трубкой и пробкой со склянкой Д, в 
которую вложена обрезанная пробир- 
ка В. Нижний конец бюретки снабжен 
каучуковой трубкой со стеклянным 
наконечником, вложенным в склян- 
ку Б. Эта каучуковая трубка, стеклян- 
ный наконечник и склянка Б на 3/, 
заполнены водой. 

. Пипетка на | мл. 

. Мерный цилиндр на 95 мл. 

. Воронка. | 

. Барометр. 

. Термометр. Е у 

Реактивы. Бромноватистокислый натрий (приго- 

: товление см. стр. 322, п. 5). 


©) сл > > 


Ход работы 


1. Вынимают пробку из склянки Аи ня. ее вместе 
со’стаканом Г с верхней подставки при о: иене 
2. Отмеривают цилиндром 15 мл Вы я = 
стокислого натрия и осторожно через воронку 
В склянку А, не попадая в Е. 
3. На верхнюю подставку ставят Е: 
таким образом уровень воды в бюре и 
точно отмеряют пипеткой | мл ес (тобы она не 
4. Завертывают склянку А в а ные — 
нагревалась от руки) и плотно РЕ а 
пробкой, соединенной каучковой тру 


верхнюю 
клянку А на 
5. Ставят склянку Б на стол, а с а 


няя их 

подставку прибора, таким образом ыы о 
6. Поднимают склянку В и, держ Е 
Ссклянке и в бюретке была на одном уро! рек 
о. —_ в системе. 
Здавая тем самым некоторое разр ть ОаВЕ 
7. Берут склянку А за пробку Уи: ван 

9т руки) и, наклонив ее, заставляю ; 


ку Б, поднимая 


ЕЕК * 


пасть также и в пробирку. В результате реакции вы е- 
ляется газообразный азот. Взбалтывание производят не. 
сколько раз, после чего склянку А ставят в стакан Г`с неболь. 
шим количеством воды комнатной температуры (реакция 
экзотермическая и необходимо охлаждение до комнатной тем- 
пературы) и устанавливают на верхнюю подставку прибора, 

8. Через 10—15 минут снова находят уровень воды в бю. 
ретке (п. 6). 

9. Повторяют операции, описанные в пп. 7—8 до тех 
пор, пока уровень воды в бюретке не будет постоянным, 

Увеличение объема газа в приборе 
соответствует объему выделившегося 
азота 

10. Находят по табл. 5 (стр. 200} количество мочевины 
в миллиграммах, соответствующее (при данном барометри- 
ческом давлении и температуре) одному миллилитру азота 
и множат эту величину на объем выделившегося азота. 

Так как азот выделился из | мл мочи, то 100 мл мочи 
содержат в 100 раз больше мочевины, а суточное количество 
во столько раз больше, сколько миллилитров было в суточ- 
ной моче (см. также стр. 198, п. 11). 


КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ АММИАКА В МОЧЕ 
В организме человека аммиак, образованный при дез- 


‚аминировании аминокислот, частично расходуется на ней- 


трализацию кислот и выделяется из организма с мочой в 
виде аммонийных солей. Оставшийся после нейтрализации 
избыток аммиака превращается в печени в мочевину. 

Таким образом, в моче всегда имеется н-е- 
которое количество аммиака, связанного 
с кислотами (серной, соляной, фосфорной, щавелевой и др.), 
в виде солей аммония. Свободный аммиак в нор- 
ме в моче не встречается. 

При смешанной пише у человека в сутки с мочой выде- 
ляется от 0,5 до 1,2 г аммиака в виде солей аммония. Вы- 
деление последних уменьшается при поражении почек и 
при растительной пише. Наоборот, выделение аммонийных 
солей с мочой увеличивается при заболеваниях печени, 
длительной лихорадке, диабете, раке, при потреблении боль- 
шого количества мяса и в некоторых других случаях. 

Повышенное количество аммонийны х 
солей вмоче указывает на накопление 
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твор бромноватистой щелочи, при этом раствор должен по- 


В организме И вы деление с 
шенного по сравнению с 
аа кислот (ацидоз). 
етод количественного опре; 
о кие Е о. т т 
солей содой и последующей отгонке ее ь. его 
ка с током воздуха в приемник, содержащий опре а 
количество титрованной кислоты. Аммиак ее: й в 
вается кислотой в приемнике а О: 
ток кислоты затем оттитровывается 
щелочью. Зная количество кислоты, пошедшей на свя- 
зывание аммиака, можно вычислить количество аммиака 
выделенного из мочи. - 
Во избежание вспенивания при перегонке аммиака 
в мочу добавляют керосин, а в целях уменышения раство. 
римости аммиака в моче и, следовательно, более быстрой 
отгонки аммиака, в мочу добавляется еще хлористый натрий. 


Приборы. 1. Установка для отгонки аммиака 
(рис. 26). Промывная склянка В 
должна быть на 1/; наполнена 10% 
серной кислотой. Ч-образные трубки 
Г и Б наполняются ватой. 


Илабб-У 


мочой повы- 
нормой ко. 


Рис. 96. Установка для отгонки аммиака. 


2. Бюретка. 
3. Пипетка на 25 мл. 


1. Едкий натр, 0,1 н. раствор. 
2 ориасвый краба 0,1% раствор в 
спирте. 
3. Керосин. 
‚ 0,1 н. раствор. 
4. Серная ай, Бони 


. Углекислый на 
Е Хлористый натрий, В порошке. 


Реактивы. 
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Ход работы 


1. Наливают из бюретки в приемные колбы Е и Дш 
25 мл 0,1 н. серной кислоты, добавляют в каждую колбу 
по 100 мл дестиллированной воды и по 5 капель метило- 
вого красного. 

2. Наливают в цилиндр А 25 мл мочи, прибавляют 5 г 
хлористого натрия, 1—2 мл керосина и 10 г соды. 

3. Быстро собирают подготовленную заранее установку 
для отгонки аммиака и пускают в ход водоструйный насос. 

4. Производят просасывание воздуха в течение 11/, ча. 
сов. Разбирают прибор. Количественно соединяют со- 
держимое колб Е и Д и оттитровывают'0,1 н. шелочью до 
желтой окраски. 

5. Вычисляют количество граммов аммиака в 100 мл 
исследуемой мочи по формуле: 


х=(а—5).0,0017-4, 


где а— количество миллилитров 0,1 н. серной кислоты, 
прилитой в обе приемные колбы Е и Д; 6 — количество 
миллилитров 0,1 н. щелочи, пошедшей на титрование остат- 
ка кислоты в приемных колбах; 0,0017 — количество 
граммов аммиака, соответствующее | мл 0,1 н. серной кис- 
лоты; 4 — коэфициент пересчета на 100 мл мочи. 

Зная суточное количество мочи и содержание аммиака 


в 100 мл мочи, вычисляют его количество в суточной моче. 


РЕАКЦИИ НА КРЕАТИНИН 


Креатинин является нормальной составной частью мочи 
человека. 

Обладая слабо выраженными восстановительными свой- 
ствами, креатинин восстанавливает гидрат окиси меди в 
щелочной среде. В отличие от действия сахаров закись 
меди образуется при этом лишь при продолжительном кипя- 
чении, а щелочной раствор висмута вообще не восстанавли- 
вается. С минеральными кислотами креатин легко образует 


соли, хотя в свободном виде дает нейтральную реакцию 
на лакмус. 


о СО МН» 
| 
= С = МН 
| 
ОМ 9 СН» Н.С — " Е-СЕСООН 
Креатинин Креатин 
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С='МН 
р = 
Н.С — М— СН,СООН 


Креатинфосфорная кислота 


Креатинин является одним из конечных азотистых 
продуктов обмена. Он является ангидридом 
креатина и образуется из креатинфосфорной 
КИСЛОТЫ. 

В моче креатинин открывается реакциями с пикрино- 
ВОЙ кислотой (реакция Яффе) или с нитропрус- 
сидом натрия (реакция Вайля). Химизм реакции 
с пикриновой кислотой заключается в образовании крас- 
ного пикрата креатинина при подщелачивании и смешивании 
мочи с несколькими каплями насыщенного раствора пик- 
риновой кислоты. 

При подщелачивании и смешивании мочи с несколькими 
каплями раствора нитропруссида натрия Ма, [Ее (СМ); 
МО] образуется изонитрозокреатинин. Жидкость приоб- 
ретает красную окраску, переходящую затем в желтую. 
Подкисление раствора уксусной кислотой ускоряет появ- 
ление желтой окраски жидкости. 


Приборы. Штатив с пробирками. 


Реактивы. ` 1. Пикриновая кислота, насыщенный 
раствор (12 тв 1 л). 
Едкий натр, 10% раствор, 
Нитропруссид натрия, 3% раствор, 
свежеприготовленный. 
Уксусная кислота, 5% раствор. 


Ход работы 


1. Реакция с пикриновой кислотой 


К 1-2 мл мочи прибавляют 5—6 капель п. 
кого натра и 3—4 капли раствора пикриновой 
олучается оранжевая окраска. 
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ни 


ем Е оЕЕ 


кг. 


П. Реакция © нитропруссидом 


К 1—2 мл мочи прибавляют 5—6 капель раствора едкого 
натра и,3—4 капли свежеприготовленного раствора нитро- 
пруссида. Жидкость окрашивается в красный цвет, который 
затем постепенно переходит в желтый. При подкислении ук- 
сусной кислотой красная окраска сейчас же исчезает и пе. 
реходит в желтую. Последнее обстоятельст. 
во отличает реакцию на креатинин от 
аналогично й реакции на ацетон (см. стр. 113), 
при которой красная окраска не исчезает от подкисления 
уксусной кислотой. 


ОБНАРУЖЕНИЕ КРЕАТИНА В МЫШЕЧНОЙ ТКАНИ 


Креатин и креатинфосфорная кисло- 
та (стр. 207) являются важными экстрактивными 
веществами мышечной ткани. — Присут- 
ствие креатина обнаруживают в безбелковом фильтрате, пе- 
реводя креатин в креатинин нагреванием с соляной кисло- 
той и производя, далее, реакцию на креатинин с пикри- 
новой кислотой. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Воронка с фильтром. 

3. Пипетка на 5 мл с делениями. 

4. Водяная баня. 

5. Маленький цилиндр. 

6. Стеклянная палочка. 

1. Свежая мышечная кашица (приго- 
товление см. стр. 396, п. 24). 

. Сульфосалициловая кислота, 20% 
раствор. 

. Соляная кислота, 10% раствор. 

. Пикриновая. кислота, насыщенный 
раствор. 

5. Едкий натр, 15% раствор. 


Реактивы. 


> м о ю 


Ход работы 


1. Помещают в пробирку около 0,5 г мышечной кашицы, 
добавляют 2 мл дестиллированной воды и хорошо переме- 
шивают содержимое стеклянной палочкой. 

2. Продолжая перемешивать, осаждают белки добав- 
лением 2 мл раствора сульфосалициловой кислоты. 

3. Отфильтровывают осадок белка. 
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4. Отмеривают в пробирку 1 мл 
к нему [| мл соляной кислоты и с 
баню на 2 часа. При этом креат 

5. Вынимают пробирку из вод 
1 мл раствора пикриновой 

Й Кислоты И 
т (из маленького цилиндра) о 
аблюдают характерное оранжевое окрашивание 


ОБНАРУЖЕНИЕ КАРНОЗИНА В МЫШЕЧНОЙ ТКАНИ 


Карнозин предс 
тавляет собой дип 
еп 
В-аланина (В-аланил-гистидин): д тид гистидина и 


МНО ен, СВ, МЕ, 


ПЕЙ в та 
Н 


Карнозин 


ое был открыт в мясном экстракте В. С. Гуле- 
ВВ кольцо карнозина реагирует с диазореак- 
‚› давая оранжево-красное производное. 
Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Воронка. 
3. Пипетка на 5 мл с делениями. 
Реактивы. 1. Свежая мышечная кашица (при- 
готовление см. стр. 326, п. 24). 
2. Сульфосалициловая кислота, 20% 
раствор. 
3. Диазореактив (приготовление см. 
стр. 5323, пи 14). 
4. Углекислый натрий, 10% раствор. 


Ход работы 


1. Осаждают белки в 0,5 г мышечной ка 
т от осадка (см. обнаружение кре 
8 

Можно пользоваться одним и тем же фильтратом для 
Обнаружения как креатина, так и карнозина. 


шицы и отфильт- 
атина, стр. 208, 
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1 
ь Практикум по биологической химии 


2. Отмеривают в пробирку 0,5 мл безбелкового фильт. 
рата мышечной кашицы, добавляют | мл диазореактива и 
2 мл раствора соды. 

Наблюдают оранжево-красное окрашивание. 


КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ КРЕАТИНИНА 
И КРЕАТИНА В МОЧЕ 


Количество креатинина, выделяемого с мочой взрослых 
людей в течение суток, обычно колеблется в пределах 
1,5—2,4 г. Повышение количества креатинина в моче наблю. 
дается при усиленной мышечной работе, при лихорадочном 
состоянии и некоторых других заболеваниях. 

Креатин в нормальной моче взрослого человека не со- 
держится. Креатинурия наступает в случаях, 
связанных с усиленным распадом тка- 
ней, например, при послеродовой инволюции матки. М о- 
ча детей всегда содержит как креатин, так 
и креатинин. 

Количественное определение креатинина в моче произ- 
водится колориметрическим методом (см. стр. 118). 

Количественный метод определения креатинина в моче 
основан на реакции с пикриновой кислотой (см. стр. 207). 
Если эту реакцию провести в строго определенных условиях, 
то, сравнивая в колориметре интенсивность полученной 
окраски исследуемого раствора с окраской стандартного 
раствора, можно определить количество креатинина в ис- 
следуемой моче. 

Ацетон и ацетоуксусная кислота, а также большие ко- 
личества сахара влияют на окраску, поэтому определение 
креатинина в моче больных диабетом может быть неточным. 

Количество креатина в моче вычисляют по разности между 
суммой креатина и креатинина и количеством креатинина. 
Для этого мочу кипятят с соляной кислотой, чтобы коли. 

чественно перевести креатин в креатинин; далее, опре- 
деляют колориметрически общий креатинин (сумму креатина 
и креатинина) и собственно креатинин (в порции мочи, не 
подвергшейся кипячению). Разность умножают на. 1,16 
(молекулярный вес креатина равен 131, ни вес 
креатинина — 113, т. е. коэфициент пересчета будет равен 


я = 1,16). В итоге получаем цифру, выражающую ко- 
113 ь Е 
личество креатина в исследуемой моче. 
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1. Определение креатинина 


Приборы. 1. Колориметр. 
2. Мерные колбочки на 50 мл, 2 шт 
. Пипетка на 1 мл. | 
4. Пипетка на 2 млс делениями. 
Реактивы. 1]. Креатинин, стандартный раствор, 
содержащий 1 мгв | мл, или стан. 
дартный раствор двухромовокислого 
ти (приготовление см. стр. 323, 
п. ; 
2. Пикриновая кислота, 1,2% раствор. 
3. Едкий натр, 10% раствор. 


Ход работы 


1. Наливают в одну мерную колбочку на 50 мл 1 мл стан- 
дартного раствора креатинина. В другую мерную колбочку 
на 50 мл наливают | мл исследуемой мочи. 

2. Прибавляют в обе колбочки по | мл раствора щелочи 
и по 1,5 мл раствора пикриновой кислоты, слегка взбалты- 
вают колбочки и оставляют стоять на 5 минут. 

3. Доводят дестиллированной водой до метки и, закрыв 
пробками, тщательно перемешивают содержимое каждой 
колбочки. 

4. Колориметрируют испытуемый раствор по стандарту 
и вычисляют количество креатинина по формуле: 

1-Й, 
= р.’ 
где х — количество миллиграммов креатинина в | мл ис- 
следуемой мочи; |—количество миллиграммов креатинина 
в 1 мл стандартного раствора; й, — толщина слоя Е 
стандартного раствора; йь» ен, слоя жидкости 
следуе вора (с мочой). 

о чистого креатинина, то пользуются 
стандартным раствором двухромово- 
кислого калия. Опытом установлено, что окраска 
слоя этого раствора высотой в 8 мм равна по ры 
ности окраске, получаемой при ревеции с 1 мг кре 
при толщине слоя жидкости в 8,1 мм. ь 

- о при пользовании в качестве а а 
ром двухромовокислого калия толщину его сло х нс 
ливают в 8 мм, что соответствует 8,1 мм стандарта кр 

14* 21 


нина. Поскольку такой постоянный станда 
уже окрашен, его наливают непос 
ственно в левый стаканчик 
метра. Для получения точных результато 
слоя испытуемого раствора должна быть в пр 
до 13 мм. 

Допустим, толщина слоя исследуемой жидкости рав- 
на 10,3 мм. Толщина слоя раствора бихромата равна 8 ММ, 


В этом случае содержание креатинина в | мл исследу 
мочи равно; 


Ред. 
Колори. 
В толщина 
еделах от 5 


емой 


1.8, 1 
10,3 == 0,786 МГ. 


П. Определение креатина 


Приборы. 1. Колориметр. 


ть. 

2. Мерные колбочки на 50 мл, 3 шт. 

3. Пипетка на 10 мл. 

4. Пипетка на 5. мл. 

5. Пипетка на | мл. 

6. Пипетка на 2 мл с делениями. 

7. Коническая колбочка с обратным хо- 

лодильником. : 

8. Стаканчик. 

9. Водяная баня. 

1. Креатинин, стандартный раствор, со- 

держащий | мг в | мл или стандарт- 

ный раствор двухромовокислого ка- 
лия (приготовление см. стр. 323, 

Пе 

. Пикриновая кислота, 1,2% раствор. 
Едкий натр, 10% раствор. 

. Соляная кислота, | н. раствор. 
Едкий натр, | н. раствор. 


Реактивы. 


Ход работы 


1. Отмеривают в коническую колбочку 10 мл исследуемой 
мочи и 5 мл нормального раствора соляной кислоты. 

2. Закрывают колбочку пробкой с вставленным в нее 
обратным холодильником, пускают в него воду и нагревают 
содержимое колбочки в продолжение 3 часов в кипящей 
водяной бане. 
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лиров 
перем 
ТИНИН: 
И 
ТИНИН: 
По, 


3. Закрывают холодильник, содержимое т 
еносят в мерную колбочку на 50 мл, ополаскива е 
ческую колбочку 2—3 раза небольшими а и 
и сливают в мерную кслбочку. ми ВОДЫ 

4. Добавляют в мерную колбочку 5 мл нормального рас- 
твора едкого натра для нейтрализации кислоты, доводят 
водой ло метки, закрывают пробкой и тщательно перемеши- 
вают; 5 мл полученной жидкости соответствуют | мл исход- 
ной мочи. 

5. В три мерные колбочки на 50 мл отмеривают: в пер- 
вую — 5 мл жидкости из колбочки, в которой производи- 
лась обработка мочи кислотой (для определения суммы кре- 
атина и креатинина). Во вторую — 1 мл мочи (для опре- 
деления собственно креатинина) и в третью— 1 мл стандарт- 
ного раствора креатинина. 

6. Во все три колбочки добавляют по 1 мл 10% раствора 
щелочи и по 1,5 мл раствора пикриновой кислоты. Пере- 
мешивают, оставляют стоять на 5 минут, доводят дестил- 
лированной водой до метки, закрывают пробками, снова 
перемешивают и колориметрируют (см. определение креа- 
тинина, стр. 211). 

7. Из результата определения суммы креатина и креа- 
тинина вычитают количество собственно креатинина. 

Полученную разницу умножают на 1,16. 


МОЧЕВАЯ КИСЛОТА 


та образуется в организме при 


Мочевая кисло 
2-6-8-триоксипу- 


окислении пуринов и является 
рином. 

Мочевая кислота существует 
ных форм: лактамной 
тимной (энольной). 


в виде двух таутомер- 
(кетонной) И ИеВиК- 


аз с 
Эс ее НО==ееС-= 
22 \с—он 
| 539 | | = 
Нм—С— МН В 
Энольная 
Кетонная форма 
форма 


Мочевая кислота 


Мочевая кислота в чистом виде Представляет собой б 
лый кристаллический порошок, очень т # 
но Е 
м , руд Растворимый 
При выделении из мочи мочевая кислота Образует 
многообразные кристаллы (рис. 27), всегда захватывает пиг 
менты и окрашена в оранжево-желтый цвет. Являясь 
слабой двухосновной кислотой, мочев ая кислот а 
дает средние и кислые соли. Последние осо. 


Рис. 27. Кристаллы мочевой кислоты. 


бенно плохо растворимы в воде. Некоторые соли мочевой 
кислоты, например, соли лития, и некоторых органических 
оснований, более растворимы. 

У человека в норме в тканях и жидкостях обычно со- ] 
держится очень мало мочевой кислоты, ас мочой ее выде- 
ляется около 0,6 г за сутки. 

Количество выделяемой мочевой кислоты в значитель- 
ной мере зависит от диэты. При пище, богатой пуринами, 
выделение се повышается, доходя до 2 г в сутки; если пу- 
ринов в пище мало (малобелковая или безбелковая диэта) 
суточное выделение мочевой кислоты можег снижаться 
до 0,2—0,4 г. 

Много мочевой кислоты выделяется при усиленном рас- | 
паде нуклеопротеидов (например, при лейкемии). При по- 
дагре мочевой кислоты выделяется меньше, чем в норме, но | 
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= 


на 


зан 


КИС 
оса 


СКо 


содержание ее в крови сильно 
нях тела, особенно в суставах 
и ее соли, причиняя боль. 


повышено; В различных тка- 
› отлагается мочевая кислота 


1. Выделение мочевой кислоты из мочи 


При подкислении мочи трудно растворимая мочевая 
кислота выпадает в осадок, ‘окрашенный в темнобурый 
цвет, вследствие примеси пигментов мочи, 

Кристаллы мочевой кислоты обычно п 
на стенках и дне сосуда. 


Приборы. 1. Стакан. 
2. Микроскоп. 
3. Воронка. 


4. Коническая колба. 
Реактивы. 1. Моча. 


2. Соляная кислота, концентрированная. 


рочно оседают 


Ход работы 


1. Наливают в стакан около 200 мл мочи, подкисляют 
ее 2—10 мл концентрированной соляной кислоты и остав- 
ляют в холодном месте на сутки или более (до следующего 
занятия). 

2. Отфильтровывают осадок, сливая мочу на а 
Приставшие к стенкам и дну сосуда и 
кислоты соскабливают и присоединяют к отфильтр 
к. икро- 

3. Полученные кристаллы рассматривают т >: —- 
скопом (рис. 27); их можно иСОЕОВЕ та 
акций на мочевую кислоту (см. ниже). 


П. Реакции на мочевую кислоту 
способ- 
акцию Троммера только 
отличие от глюкозы, 


уже при нагревании 
а висмута мочевая 


ей 
Мочевая кислота обладает восстанавливающ 


ностью и дает положительную ре 
при продолжительном кипячении, В 
которая восстанавливает окись меди 
До начала кипения. Щелочного раствор 
кислота не восстанавливает. В 

Наиболее характерная проба на Че } ся м 
так называемая м у р ексидна я р 
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Небольшое количество мочевой кислоты обливают в ав. 
форовой чашечке концентрированной азотной кислотой 
которую затем выпаривают. Остаток окрашивается в корич. 
нево-красный цвет. Если его растворить в аммиаке, то рас. 
твор приобретает красивое пурпурное окрашивание, бла. 
годаря образованию аммонийной соли пурпурной кислоты 
(мурексида). 

Свое название эта реакция получила потому, что окраска 
получаемого раствора похожа на очень ценимую в древ- 
ности пурпурную краску, которая добывалась из моллюска 
мурекс (багрянка). Производное мочевой кислоты — му- 
рексид химически не имеет ничего общего с пурпуром древ- 
них, который представляет собой бромпроизволное ИНДИГО. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Фарфоровая чашечка. 

Реактивы. 1. Мочевая кислота. 

2. Едкий натр, 10% раствор. 

3. Сернокислая медь, 5% раствор. 

4. Азотная кислота, концентрированная. 
5. Аммиак, 25% раствор. 


Ход работы 


1. Помещают несколько кристалликов мочевой кис- 
лоты в пробирку, прибавляют туда дестиллированной ВОДЫ 
и нагревают. Заметного растворения не происходит. 

Добавляют около 1 мл раствора едкого натра, продол- 
жают нагревать и отмечают растворение мочевой кислоты 
в щелочи. 

2. Несколько кристалликов мочевой кислоты помещают 
в пробирку, добавляют 2—3 мл раствора едкого натра и по 
каплям раствора сернокислой меди до образования зеле- 
новато-голубой мути мочекислой окиси меди. Слегка на- 
гревают и отмечают образование белого осадка мочекислой 
закиси меди. Добавляют еще несколько капель раствора 
сернокислой меди, кипятят верхний слой жидкости и на- 
блюдают образование красного осадка закиси меди. 

3. 1—2 кристаллика мочевой кислоты обливают в Фарфо- 
ровой чашечке несколькими каплями крепкой азотной кис- 
лоты и осторожно досуха выпаривают на голом огне (под 
тягой). По остывании красный или желтый остаток (ал- 
локсантин) смачивают аммиаком. Получается красивое 
пурпурное окрашивание. 


КРОВЬ 


Через кровь ткани пол 
тания, а в кровь они выде 
обмена*. 


Содержание отдельных составных частей крови довольно 
постоянно. Изменения, даже небольшие, в составе крови 
отражаются на состоянии организма, и обратно, заболе- 
вания приводят к изменению состава крови. Вот почему 
определение количества ряда составных частей крови имеет 
большое диагностическое и прогностическое значение. 

Анализ крови широко применяется в клинике и Дает 
врачу важные сведения о состоянии больного, характере 
заболевания и его течении. 

Кровь при повреждении сосудов организма сверты- 
вается. Свертывание крови представляет собой 
сложный ферментативный п роцесс, биологически ЕЕ 
важный для сохранения жизни при ранениях и кровоте- 
чении. + 

Кровь человека и позвоночных животных состоит ее т 
вяной плазмы (последняя содержит 90—91 % воды и не 
сухих веществ) и так называемых форменных элемен- 

ые тельца), лейко 
тов —- эритроцитов (красные кровян в (кровяные 
цитов (белые кровяные тельца) и тромбоцитов (кр 
пластинки). 


учают кислород и продукты пи- 
ляют углекислый газ и продукты 


* СВЕРТЫВАНИЕ КРОВИ 


асты- 

Вне кровеносных сосудов кровь Е Е. в 

вая в сгусток. Сгусток состоит из о которые 

падающего из кровяной плазмы в виде И ЕЕ 

постепенно сокращаются, захватывая ре ыворотку. 

крови и отжимая желтоватую кровяную шают свертыва- 
Различные патологические процессы нару 


‘ча 
атологии из)ч 
* Дыхательная функция крови в ЯВ . 
СЕ Севериным, Г. Е. Владимиров 


лась 
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ние крови. Пониженная свертываемость крови, наприме 
при гемофилии, приводит к внутренним и наружным крово. 
течениям. Повышенная свертываемость может вызвать об. 
разование сгустков (тромбов) и внутри кровеносных со- 
судов. 

Свертывание крови представляет собой очень СЛОЖНЫЙ 
процесс, в котором важную роль играют ферментативные 
реакции. Детали этого процесса все еще остаются неяс- 
ными. В общих чертах он сводится к следующему. 

В плазме крови растворен белок фибриноген. Под 
действием фермента тромбина фибриноген превра- 
щается в нерастворимый фибрин. Фибрин, выпадая в виде 
нитей, захватывает форменные элементы крови и образует 
сгусток. Фермент тромбин образуется в крови из недея- 
тельного  профермента — протромбина (тромбо- 
гена) под действием ионов кальция ит ромбокиназы. 


Протромбин Са, Тромбокиназа Тромбин 


Фибриноген Тромби 


—> Фибрин 

Таким образом, для свертывания крови 
необходимо наличие как тромбокина- 
зы, так и ионов кальция. Тромбокиназа пред- 
ставляет собой липопротеид. Она содержится в клетках всех 
тканей, но особенно много тромбокиназы в 
тромбоцитах (кровяных пластинках). Когда кровь 
находится внутри кровеносных сосудов, она не сверты- 
вается, так как там нет активного тромбина. При повреж- 
дении ткани и тромбоцитов выделяется тромбокиназа, и 
происходит свертывание крови. Необходимо отметить, что 
образование протромбина в организме возможно лишь при 
участии витамина К. Е 

Различные вещества (антикоагулянт ы), дей- 
ствующие на тот или иной этап описанного выше сложного 
процесса, нарушают свертывание крови. Так, щавеле- 
вокислые и фтористые соли осаждают кальций, 
а лимоннокислые соли образуют с кальцием проч- 
ный комплекс. Под действием этих агентов концентрация 
ионов кальция в плазме крови снижается и свертывание 
становится невозможным. Гирудин (вещество, выделя- 
емое слюнными железами пиявок) т а 
вание крови, действуя на тромбин. Гепар лож- 
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ый полисахарид) действует на разные этапы сверты 

коови. Гепарин содержится во всех тканях ие 

повидимому, играет важную физиологическую роль те 

билизируя кровь от свертывания внутри организма. В а 

обнаружен также особый парализатор свертывания крови — 

антитромбин. Антитромбин, повидимому, является 

или гепарином или очень близким к нему веществом. 

Приборы. 1. Скальпель или игла от шприца. 

2. Стаканчик на 50 мл. 

3. Деревянная палочка. 

Реактивы. 1. Ксилол. 

2. Бюкс, в который отвешено 10 мг 
шавелевокислого калия. 

3. Бюкс, в который отвешено около 
1 мг гепарина или гирудина. 


Ход работы 


Для производства исследования необходимо иметь упи- 
танного здорового кролика, от которого легко получить 
20 мл крови. Для взятия крови ухо кролика протирают ва- 
той, смоченной ксилолом, смывают ксилол теплой водой, 
обтирают ухо сухой ватой, делают укол в ушную вену и со- 


бирают кровь. 


1. Выделение фибрина и получение 
дефибринированной крови 


—15 мл крови и перемешивают 


1. Собирают в стаканчик 10 
: аясь не касаться стенок ста 


ее деревянной палочкой, стар 
канчика. 


зажи 
2. Вену кролика зажимают кусочком ваты и 


3. Продолжают перемешивать кроР». 


виде во- 
Через несколько минут начинает те ы д 
локон фибрин, который наматывают м ды 
Кровь, из которой удален фибрин, н т нон 
фибринированной: такая кровь У. 


к свертыванию. 


Мом. 


йствием 
И. Предотвращение свертывания ы дей 
шавелевокислого кали 


собирать В Ко 
Кровь ое а в но то мг щаве- 
личестве около 5 мл вбюкс, содержа 


емешивают- 
се время пер 
левокислого калия. Кровь в бюксе В р 


Свертывания крови не 
вследствие осаждения 
ция. 


Происх 
о 
Ионов ка 


ИТ. Предотвращение свертывания крови 
гепарина или гирудина 


От другого упитанного здорового кролика собирают до 
10 мл крови в бюкс, в который отвешено около | мг гепарина 
или гирудина, и перемешивают. 

Свертывания крови не наблюдается, так как гепарин 
мешает образованию тромбина, а гирудин тормозит взаимо. 
действие тромбина с фибриногеном, 


действием на Нее 


* ОПРЕДЕЛЕНИЕ СКОРОСТИ СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ 


Свертывание крови может заме 
заболеваниях. При гемо 
лишенной способности к 
большая рана грозит че 

В клинике перед опе 
кова скорость 
ного. 


Для определения скорости свертывания крови необ- 
ходимо, чтобы взятие крови не сопровождалось травмой фор- 
менных элементов и не имело места внесение в кровь по- 
сторонних веществ. 

Кровь здорового человека свертывается через 5—6. ми- 
нут, если определение скорости свертывания производят 
излагаемым ниже способом. При других способах опре- 
деления скорости свертывания получаются несколько от- 
личные результаты, что зависит от неодинаковых условий, 
при которых исследуется кровь (температура и пр.). 

риборы. 1. Игла для взятия крови. 
. Вата. 
. Марля. 
. Водяная баня. 
Термометр. 
. Часовое стекло. 
. Вытянутая стеклянная палочка с ша- 
риком на конце. 
. Секундомер. 
. Этиловый спирт. 
- Диэтиловый эфир. 


дляться при некоторых 
филии кровь оказывается совсем 
свертыванию и в этом случае не- 
ловеку смертью от кровотечения. 
рацией весьма важно знать, ка- 
свертывания кровиу боль- 


Реактивы. 


№0 чомльоюю 
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Ход работы 


1. Берут из мякоти пальца каплю к 
и помещают ее на часовое стекло, кото 
ее ставят на предварительно наг 


ретую водяную б 
0°). Момент взятия к у аню 
__ рови точно фиксируют по секундо- 


2. Через 1 минуту производят в кап 
стеклянной палочки спиралеобразные 
как бы захватить каплю крови. 

3. Моют стеклянную палочку, обсушивают ее и через 
каждые полминуты повторяют операции, описанные в п. 9. 

4. Засекают по секундомеру время получения первой 
ниточки фибрина на вынутой из крови стеклянной палочке, 
Этот момент считается началом свертывания крови. 

5. Отмечают момент образования сплошного сгустка 
крови, что считают концом свертывания крови. 


рови (см. стр. 78) 
рое возможно быст- 


ле крови с ПОМОЩЬЮ 
движения, стремясь 


$ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОТРОМБИНА ПО БОРОВСКОЙ 
И РОВИНСКОЙ 


Протромбин (тромбоген) является глюкопротеидом 
и содержится в глобулиновой фракции белков крови. 
Образование протромбина происходит в печени при на- 
‘личии достаточного количества витамина К. Под влиянием 
тромбокиназы и ионов кальция протромбин превращается 
в тромбин. Тромбин в свою очередь действует на фибриноген 
и превращает его в фибрин. 

омноосновн И ее протромбина имеет ыы 
шое значение в случаях, когда требуется вне г Жо 
шательство в области брюшной полости, при вены 9 
бозов специальными препаратами, ие ыы 
разованию тромбов, при авитаминозе К, перегр 
ганизма и в некоторых других случаях. бина основан 

Принцип определения содержания О озна ее 
на том, что в присутствии определенного мсит от содер- 
бокиназы скорость свертывания крови Зав 
жания в ней протромбина. 

мы приводим наиболее пр 
тромбина. В качестве источни м вакцина (эта вак- 
пластина) используется аа РН кролика и при” 
цина представляет собой эмульсию ах ость свертывания 
меняется против бешенства). Если скор 


остой способ определения про 
ка тромбокиназы (тром 
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Крови нормального человека принять за единицу, то (1. 
носительная скорость свертывания крови больного, в опре. 
деленных условиях, служит показателем содержания про- 
тромбина в крови. 

Низкое содержание протромбина понижает свертывае- 
мость крови и вызывает геморрагии. Чаще всего 
низкое содержание протромбина в 
крови обусловлено недостатком вита. 
мина К. При достаточном содержании витамина К в пище 
оно может быть показателем заболеваний печени. 


Приборы. 1. Маленький стаканчик с притертой 
пробкой. 
2. Штатив с маленькими (микробиологи- 
ческими) пробирками. 
3. Предметные стекла, хорошо обезжи- 
ренные. 
. Микропипетки сухие на 0,1 мл, 3 шт. 
. Микропипетка на 0,2 мл. 
. Стеклянные палочки, 
. Игла для взятия крови. 
. Вата. 
. Марля. 
10. Секундомер. 
Реактивы. 1. Антирабическая вакцина. 
2. Этиловый спирт. 
3. Диэтиловый эфир. 
4. Иодная настойка. 


Ход работы 


1. В маленький стаканчик выливают содержимое ам- 
пулы. - 3 

2. В маленькую пробирку отмеривают микропипеткой 
0,1 мл вакцины и 0,2 мл дестиллированной воды. Смесь тща- 
тельно взбалтывают. Получается разведение вакцины в три 
раза. з 

3. Наносят на предметное стекло каплю разведенной 
антирабической вакцины (при повторении исследования все 
капли вакцины должны быть по возможности одинаковой 
величины). о 

4.. Берут кровь из безымянного пальца левой руки здо- 
рового человека (у которого содержание протромбина в 
крови принимают за норму) (см. стр. 78). Первую высту- 
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пившую каплю крови стирают сухой ма 
явиться новым каплям, которые набир 
5. Одну каплю крови помещают 


ядом с каплей вакцины. Капля крови должна быть в 
непосредственной близости от капли вакцины и по разме 
несколько превышать последнюю (при повторном О 
вании все капли крови должны быть одинаковой величины). 

6. Стеклянной палочкой соединяют капли вакцины и кро- 
ви на предметном стекле и одновременно пускают в ход се- 
кундомер. Предметное стекло кругообразно покачивают 

(жидкость должна перемешиваться, но не расплываться по 
стеклу) до выпадения желеобразного сгустка (в присутст- 
вии антирабической вакцины сгусток обычно образуется 
сразу, без предварительного выпадения отдельных волокон 
фибрина). Время появления сгустка засекают по секундо- 

меру. 

7. Повторяют еще 1—2 раза описанную выше операцию 
сп. 3. Если на образование сгустка от момента смешения 
капель в среднем идет от 20 до 40 секунд, то разведение вак- 
цины удобно для определения. Если время свертывания 
меньше 20 секунд, то приготовляют большее разведение 
вакцины. Если время превышает 40 секунд — вакцину раз- 
водят нев 3, ав2 раза. . ы 

8. Повторяют определение (сп. 3) стой же вакциной, 
беря кровь больного (исследуемого). 

Следует помнить, что вакцина из разных ампул может 
дать разные результаты. Поэтому стандартизанииюо (на 
ровом субъекте) и определение У больного ‚необходимо р Е 
изводить с вакциной ИЗ ОНО ое 
ампулы. 

и клиническом исследовании станд арт к 
вакцины обычно проводят, пользуясь кровью 

емя свертывания. 
ких здоровых лиц и беря среднее вр ипа делят на 

Время свертывания крови исследуемого В) ооБИ” и 10 
время свертывания контрольной а. и ва Если, 
лучают показатель пн й (нормальной) 
например, время свертывания контрольно тывания крови 
крови составляет 30 секунд, а время р равный 
больного 45 секунд, то показатель а протромбина. 
1,5, указывает на пониженное бое стречается очень 
Показатель протромбина ниже единии® ии протромбина 
редко и указывает на повышенное содерж 


в крови. 093 


6 
рлеи, и дают Но- 
ают в микропипетку. 
на предметное стекло 


* ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЩЕЛОЧНОГО РЕЗЕРВА КРОВЯ ной ПЛАЗМЫ 


Концентрация водородных ионов в крови поддержи 

на практически постоянном уровне при рН = 7,4. 
бания активной кислотности крови в норме не п 
сотых долей водородного показателя. Такое постоянство 
РН обусловлено в первую очередь наличием в крови бу- 
ферных систем. 
. Главным механизмом, Удерживаю- 
щим рН крови на практически посто. 
янном уровне, является карбонатная 
буферная систем а; другие буферные системы 
крови — фосфатная, оксигемоглобиновая, гемоглобиновая 
и белковая — играют меньшую роль. При образовании кис- 
лот в организме и попадании их в кровь кислоты вытесняют 
из бикарбоната углекислоту, которая, как известно, яв- 
ляется очень слабой кислотой и сдвигает РН крови лишь 
незначительно. Поскольку диссоциация угольной кислоты 
подавляется присутствующим в крови бикарбонатом, то 
сдвиг рН крови в кислую сторону еще менее выра- 
жен. 

Отсюда следует, что чем больше в крови би- 
карбоната, т. е. чем больше углекис- 
лоты могут связать щелочи, находя- 
щиеся в крови, тем больше буферная емкость крови 
и, следовательно, способность ее удерживать постоянную 
концентрацию водородных ионов. ь 

Несмотря на большую буферную емкость крови, в ней 
тем не менее имеют место небольшие сдвиги рН. Такие ма- 
лейшие сдвиги рН крови в кислую сторону вызывают реф- 
лекторное учащение дыхания и усиленное выделение СО» 
с выдыхаемым воздухом. Помимо выдыхания углекислого 
газа, сдвиги РН крови компенсируются также выделением 
избытка кислот и щелочей через почки с мочой и окисле- 
нием органических кислот в организме. 

Кроме регуляции к ислотно - щелочного рар- 
новесия ворганизме и поддержания постоянного уров- 
ня РН, способность кровяной плазмы связывать углекис- 
лоту (так называемый «щелочной рай а о 
роль в дыхательной функции крови. т : при более 
высоком парциальном давлении углекислоты кровь свя- 

бонатов. В легких при более низ- 
Е СО ее . к и более высоком 
ком парциальном давлении углекислоты 
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вается 
Коле. 
Ревышают 


парциальном давлении кислорода, 
кислоту и насыщается кислородом 
а ея Е ы (или «ре 
м ной щелочностью») плазмы к резерв- 
м зывают количество рови на- 
6 углекислого газа в 2х 
миллилитрах при да- 
5 влении 760 мм итемпе- 
ве ратуре 0” которое 
Нал может связать 100 мл й 
кровяной плазмы |в 

атмосфере, содержа- У 
щей 5,5% СОз (что соответ- 
ствует парциальному давлению 
углекислого газа в артериаль- 
ной крови или альвеолярном 
воздухе). Углекислота связы- 
вается шелочами крови в виде 
бикарбоната и лишь небольшая 
часть СО» остается физически 
растворенной в плазме. В норме 
плазма крови содержит 52—65 
объемных процентов СО», т. е. 
от 52 до 65 мл углекислого газа 
на 100 мл плазмы. Уменьшение 
щелочного резерва является 
признаком ацидоз ах авы: 
преобладания в организме кис- 
лот, которые и выделяются при 
этом с мочой в виде аммоний- 
ных солей. Повышенный щелоч- 
ной резерв указывает на а > 
калоз — состояние, обратное 
ацидозу — преобладание в орга- 
низме щелочей, которые при 
а этом выделяются с мочой в виде м 
т й щелочных солей органических 

[4 } кислот. рис. 28. Аппарат ван 

Щелочной резерв крови п0- Слайка для ей 
нижается при нефритах, р углекислого газ 
ваниях ‘сердца в стадии т. и сильной 
ее - диабете. Алкалоз наблюдается | и) и при 


нтил 
хании гиперве 
рвоте, при усиленном ды ( 095 


кровь выделяет угле- 


15 практикум по биологической химии 


некоторых других состояниях. Следует отметить 
рушения кислотно- щелочного вн 
весия (ацидоз и алкалоз) в значитель. 
ной мере зависят от пищевого режим" 
(см. стр. 272). - 
Прибор для определения щелочного резерва (аппарат 
ван Слайка, рис. 28) состоит из специальной газометри- 
ческой бюретки Б с расширением (смесителем) А. По обоим 
концам бюретки АБ находятся двухходовые краны Ги Д 
Верхний кран Г может соединяться с бюреткой би отростком 
для слива а. Нижний кран Д соединяет расширение газо- 
метрической бюретки А с сообщающимися трубками в и 2 


ЧТО Н 4. 


Рис. 29, Приспособление для насыщения плазмы альвеолярным 
воздухом. 
А — банка со стеклянными бусами; Б — делительная воронка. 


которые соединены при помощи каучуковой трубки с гру- 
шей В. Нижняя часть прибора, груша и соединяющая их 
трубка заполнены чистой ртутью. Краны должны быть хо- 
рошо промазаны и не должны пропускать воздуха. 

Для производства определения свежую кровь пред- 
охраняют от свертывания добавлением щавелевокислого 
калия, отделяют плазму центрифугированием и насыщают 
ее альвеолярным воздухом в специальном приспособлении 
(рис. 29). При этом плазма связывает столько углекислого 
газа, сколько она обычно содержит в артериальной крови. 
Определенное количество такой насыщенной плазмы вводят 
ваппаратван Слайка (рис. 28), выделяют из нее углекислый 
газ при помощи кислоты и измеряют объем газа в газомет- 
рической бюретке Б при атмосферном давлении. 

Приборы. 1. Аппарат ван Слайка для определения 

углекислого газа (рис. 28). 
2. Приспособление для насыщения плаз- 
мы углекислотой (рис. 29). 


3. Ш й 
приц с иглой (для взятия крови) 


ы Пипетка на 2—3 мл 
. Пипетка на | млс нижней меткой вы- 


ше конца пипетки 
для 
плазмы). ( отмеривания 


6. Центрифуга. 
С Центрифужные пробирки, 2 шт. 
. Центрифужные весы (рис. 30). 


Рис. 30. Центрифужные весы» 


9. Барометр. 

10. Термометр. 

11. Коническая колба или стакан для 
слива. 


Реактивы. 1. Этиловый спирт. 
2. Иодная настойка. 
. Щавелевокислый калий, мелко истол- 
ченный. 
. Серная кислота, 10% раствор. 
. Аммиак, 1% раствор, не содержащий 
СО» (приготовление см. стр. 321, п. 3). 
. Каприловый (октиловый) спирт. 
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Ход работы! 


1. На дно центрифужной пробирки помещают 25—30 мг 
мелко истолченного щавелевокислого калия. 

2. Берут при помощи шприца из вены животного 
8—10 мл крови, стараясь не пользоваться жгутом, сливают 
кровь в центрифужную пробирку с оксалатом и осторожно 
перемешивают. 

3. Уравновешивают пробирку с кровью (вместе с гиль- 
зой) пробиркой с водой (с гильзой) и центрифугируют в те- 
чение 5—10 минут. 

4. Из пробирки берут сухой пипеткой 3—4 мл плазмы 
и переносят их в делительную воронку Б, приспособле- 
ния для насыщения плазмы альвеолярным воздухом 
(рис. 29). 

5. Открывают кран делительной воронки и, сделав не- 
глубокий вдох, быстро и по возможности полностью вы- 
дыхают воздух через банку А в делительную воронку Б. 
Перед концом выдоха делительную воронку Б плотно за- 
крывают пробкой и закрывают кран воронки. 

Выдыхаемые водяные пары при этом оседают на бусах 
в банке А, а делительная воронка Б заполняется альвео- 
лярным воздухом. 

6. Делительную воронку Б отделяют от банки А и мед- 
ленно вращают в руках в течение 3—4 минут, распределяя 
плазму тонким слоем по внутренней поверхности воронки 
для полного насыщения углекислотой альвеолярного воз- 
духа. 

7. Делительную воронку ставят в кольцо штатива в вер- 
тикальном положении для того, чтобы плазма могла пол- 
ностью стечь на ее дно. 

8. В бюретку б прибора для определения углекислоты 
(рис. 28) наливают 2—3 мл раствора аммиака и, открыв 
кран Г (на соединение сб) и кран Д, промывают прибор 
раствором аммиака, впустив его в бюретку АБ и несколько 
раз поднимая и опуская грушу с ртутью В. 

9. Повернув кран Г на соединение с отростком а, посте- 
пенно поднимают грушу В и заполняют ртутью весь при- 


1 Для первоначального ознакомления с методом определения 
щелочного резерва рекомендуется пользоваться готовой оксалат- 
ной плазмой животного, например, кролика. В этом случае опре- 
деление ведут с п. 4. 
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онку 5. 
ОТНО 34- 


а бусах 
альвео- 


И МеД- 


бор, включая каналец крана Г. Р 
удаляют через отросток а. 

10. Поворачивают кран Г на соединение с бюреткой би 
продолжая высоко держать грушу В, заполняют ртутью 
второй каналец крана Ги вводят немного ртути в бюретку б 
после чего кран Г закрывают. : 

11. В бюретку б над ртутью наливают 0,4—0,5 мл рас- 
твора аммиака. 

12. Проверяют прибор на отсутствие воздуха и жид- 
кости над ртутью. Для этого при закрытом кране Г и от- 
крытом кране Д опускают грушу В вниз, создавая в при- 
боре вакуум. Затем медленно поднимают грушу В. Ртуть 
при этом должна быстро подниматься в бюретке Б и, ударя- 
ясь о кран Г, издавать характерный металлический звук. 

Не следует поднимать грушу со рту- 
тью слишком быстро, так как силы удара ртути 
может быть достаточно, чтобы разбить прибор. 

Если металлического звука не получается, то грушу за- 
крепляют в нижнем положении, проминают каучуковую 
трубку и несколько раз поднимают и опускают грушу, ста- 
раясь собрать над ртутью пузырьки воздуха и капельки 
жидкости, которые могли остаться в приборе. Жидкость 
или воздух над ртутью удаляют через отросток а, после 
чего снова проверяют прибор, пока не получат металли- 
ческого звука, указывающего на полное заполнение при- 
бора ртутью. Е 

13. Открывают пробку делительной воронки, быстро на- 
бирают плазму в сухую пипетку на 1мл (между двумя мет- 
ками) и вводят точно 1 мл плазмы в бюретку б под слой 
аммиака. Е 

14. Закрепляют грушу В в положении П, открывают кран 
Д и осторожно, соединяя кран Г с бюреткой 6, а 
в газометрическую бюретку Б всю плазму и часть ам- 
миака. 

15. В бюретку б н 


аствор аммиака при этом 


аливают 0,5—0,6 мл воды, добавляют 
каплю каприлового спирта (для о 
вания) и снова вводят краном Г в прибор раствор ы. т 
и большую часть воды, смывая таким образом ее ны 
мы. В бюретке б над краном должно остаться и 
воды и ни одного пузырька воздуха не должно 


в ка ва 2% й 
аналец кра ают около 2 мл раствора серной 


16. В бюретку б налив с 
кислоты и а их в прибор при помощи крана Г до тех 
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пор, пока уровень ртути не дойдет до метки «2,5 
ретке АБ, после чего кран Г закрывают. 

17. Грушу В опускают до такого положения, ко 
вень ртути в приборе достигнет метки «50 мл», и за 
нижний кран Д. 

В образовавшемся вакууме выде. 
ляется углекислый газ, вытесняемый из плазмы 
серной кислотой. 

18. Для перемешивания плазмы с кислотой и более пол. 
ного выделения углекислого газа прибор вынимают из шла- 
тива, несколько (5—8) раз осторожно переворачивают 
и снова ставят в штатив. 

19. Опускают грушу В приблизительно на | м ниже по- 
ложения П и, поворачивая кран Д на соединение с труб- 
кой г, втягивают в нее всю жидкость из резервуара А, остав- 
ляя каналец крана Д заполненным жидкостью, и закрывают 
кран. 

20. Поднимая грушу В, переводят кран Д на соединение 
с трубкой в. Продолжают поднимать грушу, пока ртуть 
в газометрической бюретке Б и груше В не установится 
на одном уровне, и измеряют объем газа по делениям бю- 
ретки Б. Кран Д закрывают. 

Благодаря тому, что объем углекислого газа измеряется 
в бюретке Б, а жидкость, содержащая плазму, находится 
в трубке г, углекислота не может обратно поглощаться плаз- 
мой при атмосферном давлении. 

21. Записывают температуру и барометрическое давление. 

22. Для очистки прибора опускают грушу В; при помощи 
крана Д соединяют Ас в, поворачивают кран Д на соеди- 
нение 2с А и кран Г — на соединение с отростком аи, 
поднимая грушу, удаляют через отросток а газ и жидкость 
над ртутью в коническую колбу для слива. 

Кран Г закрывают, наливают в бюретку б 3—4 мл рас- 
твора аммиака и промывают им прибор (см. пп. 8и 9). 

23. Найденный объем газа приводят к объему при 760 мм 
давления по формуле: 


МЛ» в бю- 


"Да уро- 
Крывают 


ео: р 
ВЫ 


где о, — приведенный объем газа; о — найденный объем 
газа; Р — барометрическое давление. 

Зная приведенный объем газа и температуру опыта, 
находят по табл. 6 количество миллилитров углекислого 
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У икарбоната при 0° и 760 мм г бикарбоната при 0° и 760 мм 
760 [а 
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9760 
0,41 
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0,50 
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100 мл плазмы связывают СО, (в мл) в виде 
бикарбоната при 0° и 760 мм 
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Таблица 6 (продолжение) 
100 мл плазмы связывают СО, (в мл) в виде 


бикарбоната при 0° и 760 мм 


25° | 30° 

68,3 68,0 
69,2 69,0 
70,2 69,9 
ЧЕТ 70,8 
72,1 1118 
73,0 И 
74,0 73,6 
74,9 74,5 
75,8 75,4 
76,8 76,4 
ИТТ 8 
78,7 78,2 
79,6 19.2 
80,6 80,1 
ЗО 81,0 
82,4 82,0 
83,4 82,9 
84,3 83,8 
85,2 84,8 
86,2 85,7 


газа (при температуре 0° и дав 
100 мл плазмы в виде бикарб 
Полученная величина 


лении 760 мм), связанных 
оната. 


› Умноженная на 1,017 (поп 

авка 
на физически растворенную углекислоту), дает м. 
процент СОз в плазме крови. 


ПОЛУЧЕНИЕ КРИСТАЛЛОВ ГЕМИНА 


Пигмент красных кровяных шариков носит название 


гемоглобина и является сложным белком (хромо- 
протеидом). Он состоит из белка глобин а и простети- 
ческой группы — гема. 


Гем в свою очередь является сложным органическим 
соединением, состоящим из четырех пиррольных. колец 
и содержащим двухвалентное железо. 

При действии на гемоглобин кислот небелковая группа 
(гем) отщепляется и в присутствии солей переходит в ге- 
мин, в котором железо трехвалентное. 


сн, сн=сн, а, 


ь 


(он е- 
т 
СООН 


Солянокислый гемин 


служит 
Характерный вид кристаллов гемина (рис. 31) слу 


обина. 
признаком присутствия гемогл 233 


Приборы. 1. Микроскоп. 
2. Предметные стекла. 
3. Покровные стекла. 
Реактивы. 1. Дефибринированная кровь. 
2. Уксусная кислота, ледяная, содер- 
жащая галогеновые соли (приго- 
товление см. стр. 329, п. 381, 


Рис. 31. Кристаллы гемина. 


Ход работы 


1. Наносят на предметное стекло каплю крови, разма- 
зывая ее по стеклу. 

2. Осторожно подсушивают кровь, держа стекло вы- 
соко над пламенем горелки (не перегревать!). 

3. Прибавляют к подсушенной крови 1—2 капли ук- 
сусной кислоты, накрывают покровным стеклом и осторож- 
но нагревают до закипания. 


1 Для получения кристаллов гемина из свежей крови можно 
пользоваться ледяной уксусной кислотой, так как свежая кровь 
содержит достаточно ионов хлора. Добавление галогеновых солей 
необходимо в случае судебномедицинского исследования кровя- 
ных пятен, которые могут содержать недостаточно хлористых 
солей. 
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4. Вводят пипеткой под покровное сте 
уксусной кислоты и рассматривают ВЫ 
лы гемина под микроскопом 
(не менее 500 раз) (рис. 31). 


кло еще 1—2 капли 
елившиеся кристал- 
при большом увеличении 


ГВАЯКОВАЯ ПРОБА НА КРОВЬ 


Гваяковая проба основана на окислении гваяковой смо- 
ляной кислоты в ее озонид перекисью водорода с помощью 
кровяного пигмента. Кровяной пигмент катализирует окис- 
ление перекисью водорода, т. е. обладает пероксидазными 
свойствами. 

В отличие от фермента пероксидазы кровяной пигмент 
сохраняет свои пероксидазные свойства при кипячении. 
Поэтому гваяковая проба удается не только со свежей 
кровью, но и с прокипяченным раствором крови, со ста- 
рыми сухими кровяными пятнами и т. д. Чувствительность 
пробы позволяет открыть наличие крови при разбавлении 
ее до 1: 10 000. 

‚ Пробой пользуются при клинических и судебномеди- 
цинских исследованиях. 

Одной гваяковой пробы, однако, недостаточно для окон- 
чательного суждения о наличии крови, так как положитель- 
ную реакцию дают все объекты, содержащие пероксидазу 


Приборы. Штатив с пробирками. 


Реактивы. 1. Дефибринированная кровь. 
2. Гваяковая смола, свежеприготовлен- 
ный спиртовый раствор (приготовле- 
ние см. стр. 322, п. 10). 
3. Перекись водорода, 3% раствор. 


Ход работы 


1. В пробирку помещают каплю дефибринированной 
крови, добавляют около 5 мл дестиллированной воды и тща- 
тельно перемешивают. 

2. Приливают к содержимому пробирки около 1 Е 
тового раствора гваяковой смолы и каплю переки 
Дорода. > 

3. Наблюдают появление синего окрашивнния, что —. 
зывает на образование озонида гваяковой смоляной 
лоты. 
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БЕНЗИДИНОВАЯ ПРОБА НА КРОВЬ 


Бензидиновая проба основана на окислении бензидина: 


ИЕ ры 
А № 


за счет кислорода перекиси водорода с помощью кровяного 
пигмента. Получающиеся продукты окисления бензидина 
имеют синюю или зеленую окраску, что служит указанием 
на присутствие крови. 

Бензидиновая проба очень чувствительна и удается при 
разбавлении крови до 1 : 200 000, однако она, так же как 
и гваяковая проба (см. выше), недостаточно специфична, 

Приборы. Штатив с пробирками. 

Реактивы: 1. Дефибринированная кровь.” 

2. Бензидин, 5% раствор в ледяной ук- 
сусной кислоте, свежеприготовлен- 
ный. 

3. Перекись водорода, 3% раствор. 


НМ — 


Ход работы 


1. В пробирку помещают около 1 мл сильно разведен- 
ной крови. 

2. Добавляют равный объем раствора бензидина и не 
сколько капель раствора перекиси водорода. 

3. Наблюдают появление синего или зеленого окрашива- 
НИЯ. 


СПЕКТРАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ПИГМЕНТОВ КРОВИ 


В крови, наряду с гемоглобином (НЬ), встре- 
чается также ряд пигментов, производных гемоглобина. 

Оксигемоглобин (НЬО:) является непрочным 
соединением гемоглобина с кислородом. В этом виде в крови 
нормально содержится бблыпая часть пигмента. 

Карбоксигемоглобин (НСО) — довольно 
прочное соединение гемоглобина с окисью углерода, обра- 
зуется в крови при вдыхании окиси углерода (угарный газ, 
светильный газ и т. п.). Накопление карбоксигемоглобина 
в крови нарушает дыхательную функцию крови и ведет 
к отравлению. 

Метгемоглобин (МНЬ) содержит трехвалентное 
железо и появляется в крови при отравлении некоторыми 
веществами (например, красной кровяной солью). 
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В некоторых случаях в крови могут появляться и без- 

белковые производные гемоглобина. ` 

В клинике и в судебномедицинской практике важно об- 
наружение тех или иных пигментов крови. Для этой цели 
пользуются спектральным анализом. Иссле- 
дование пигментов крови при помощи спектрального ана- 
лиза оказывает существенную помощь в диагностике ряда 
заболеваний и отравлений, в определении профессиональ- 
ных вредностей и в судебномедицинских вопросах. 

Приводим принципы спектрального анализа. 

При разложении белого света с помощью призмы или 
специального прибора — спектроскопа — получается 
спектр, где цветные полосы, соответствующие излучению 
различной длины волны, располагаются в порядке убы- 
вающей длины волны, давая последовательность цветов 
радуги. Если видимый свет проходит через слой окрашен- 
ного вещества, то последнее избирательно по- 
глощает лучи определенной длины волны 
и проходящий свет дает характерный спектр погло- 
щения. 

При исследовании такого спектра замечают, что опреде- 
ленные полосы спектра поглощения представляются в виде 
темных полос, соответствующих лучам, которые поглотил 
исследуемый пигмент. Так как определенному пигменту 
соответствует и определенный спектр поглощения, послед- 
ний может служить для целей анализа на присутствие того 
или иного пигмента. 

Для точного определения положения в спектре полос 
поглощения различных пигментов используют то обстоя- 
тельство, что солнечный спектр не является непрерывным, 
а имеет ряд тонких черных линий, так называемых фрауэн- 
гоферовых линий. Фрауэнгоферовы линии — это а 
полосы поглощения тех веществ, которые содержатся 
в атмосфере солнца в виде паров и поглощают и 
ные лучи света, испускаемого раскаленной © 
массой. 

На основании измере 

рауэнгоферовым линиям, 
возможность точно определ 


поглощения различных веществ. 
ные 

Для пентральвохо анализа применяются ит 

приборы —спектроскопы — разноооразно", 


сложной трукции. 
констру к. 


ния длин ВОЛН, соответствующих 
была построена шкала, дающая 
ить положение в спектре полос 


Спектроскопическому исследованию кровяных пигМен. 
тов в клинических целях удовлетворяет ручной спектро. 
скоп сравнительно простой конструкции (рис. 32) 
Приборы. 1. Спектроскоп. 

2. Штатив с пробирка. 
МИ. 

3. Пипетки. 

4. Мерные цилиндры, 

Реактивы. 1. Дефибринированная 
кровь. 

2. Реактив Стокса 
(приготовление см, 
стр. 331, п. 51). 

3. Железосинеродистый 
калий, насыщенный 
раствор  свежепри- 
готовленный. 


. 


Ход работы 


Рис. 32. Ручной Г. Оксигемоглобин (НЬО?) 
спектроскоп. 
1-— трубка с’ приз- Дефибринированную кровь разводят 


мой; 2 — заслонка В 
для разделения спек- пятью объемами воды и наблюдают 


тра на две части  спектроскоп. Затем постепенно разбав- 
к олнечный; ляют кровь и вновь наблюдают в спек- 
жидкости); 8 верха:  троскоп. По мере разведения крови 
пробирки; 5— винт в растворах оксигемоглобина, начиная 
о УС овки. с 0,1%, при толщине слоя в | см са. 
7— установка для ши- Ы ы 
рины щели; 8—винт новятся видны две полос 
для установки 2 глощения между фрауэнго- 
к феровыми линиями Ри ЕЁ 
(рис. 33, 2). Эти полосы поглощения исчезают при разве- 


дении около 1: 15 000. 


П. Гемоглобин (НЬ) 


Для получения так называемого восстановленного ге- 
моглобина к раствору оксигемоглобина приливают несколь- 
ко капель реактива Стокса. Двухвалентное железо, являю- 
щееся действующим началом реактива Стокса, легко окис- 
ляется, отнимая от оксигемоглобина кислород и превращая 
его в «восстановленный» гемоглобин. Следует отметить, что 
вообще соли железа легче окисляются, чем железо порфи- 
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р ВАНН 


с 


33. Спектры поглощения. 


Рис. 33. 

2 _ оксигемоглобин; 
лобин (нейтральный) 
воре 


1 — солнечный спектр; 3 гемоглобин; { — кар- 
боксигемоглобин; 5 — метгемога 6 — гемохромоген 
(щелочной); 7— уробилин (В щелочном раст 
ристого цинка ). 


в присутствии хло- 


кольце, окисляется легче, чем железо в циановом комплексе 

‹ . 
„Восстановленный гемоглобин дает только одн У широ- 
кую полосу поглощения (рис. 33; 3) 


ИТ. Карбоксигемоглобин (НЬСО) 


Для получения карбоксигемоглобина дефибринирован- 
ную кровь насыщают окисью углерода или светильным га- 
зом, который содержит окись углерода. Разбавленные 
растворы карбоксигемоглобина дают в спектре две по- 
лосы поглощения, сходные с полосами 
поглощения оксигемоглобина, но сдви- 
нутые к фиолетовой части спектра 
(рис. 33; 4). 


ГУ. Метгемоглобин (МНЬ) 


Для получения метгемоглобина дефибринированную 
кровь разводят пятью объемами воды, добавляют несколь- 
ко капель раствора железосинеродистого калия и взбал- 
тывают. Полученная жидкость приобретает краснобурую 
окраску, и в спектре появляются три полосы по 
глощени я: одна — резкая в красной части спектра 
и две — между линиями Д и Е. В хорошем спектроскопе 
можно видеть и четвертую полосу в синевато-зеленой части 
спектра (рис. 33; 5). 


ПРОБА НА КАРБО КСИГЕМОГЛОБИН 


Карбоксигемоглобин — значительно более прочное 
соединение, чем оксигемоглобин. Присут- 
ствие карбоксигемоглобина можно обнаружить по сохра- 
нению алого цвета крови после прибавления щело- 
чи. Нормальная кровь при добавлении щелочи окрашивает- 
ся в бурый цвет вследствие образования гематина я: 
вания, соответствующего гемину, Т. ©. гемина, у ны 
анион кислоты, например, хлора, заменен на а = 

Приборы. 1. Фарфоровая пластинка или ку 

стекла. 
2. Пипетка. 
Реактивы 1. Едкий натр, 10% раствор. 


2. Дефибринированная кровь. ва 
3. Дефибринированная кровь, ЕН 
ная окисью углерода (светиль 


зом). 8 


инового комплекса, а железо, связанное в порфириновом 


Ход работы 


1. Наносят на фарфор или стекло каплю крови, насы- 
щенной окисью углерода. 

2. Добавляют каплю раствора щелочи. Наблюдают алую 
окраску крови. 

3. Повторяют ту же пробу с нормальной дефибрини- 
рованной кровью. Отмечают бурую окраску вследствие 
разложения оксигемоглобина и образования гематина. 


ИССЛЕДОВАНИЕ КРОВЯНЫХ ПЯТЕН 


Обнаружение пятен крови на одежде или различных 
предметах имеет большое значение в судебной медицине. 

Наличие крови может быть установлено рядом реакций. 
Наиболее употребительны при исследовании кровяных пя- 
тен проба на кристаллы гемина, гваяковая и бензидиновая 
пробы, а также спектроскопическое исследование. При 
спектроскопическом исследовании наиболее чувствительной 
является проба на гемохромоген. Гемохромоген 
получают расщеплением кровяного пигмента щелочью 
или восстановлением его в щелочной среде. Гемохромоген 
содержит двухвалентное железо и представляет собой вос- 
становленный гематин (т. е. гем), соединенный с денатури- 
рованным глобином. 

Указанные методы не дают возможности установить, 
принадлежит ли кровь человеку или какому-либо жи- 
вотному. Для этой цели пользуются иммунологическими 
реакциями, которые позволяют определить видовую при- 
надлежность крови. 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Скальпель. 
3. Спектроскоп. 
4. Микроскоп, 
5. Пипетка. 
Реактивы. 1. Тряпочка, пропитанная кровью и 
высушенная. 
2. Едкий натр, 10% раствор. 
3. Реактив (Стокса (приготовление см, 
Стр: 381: 61) 
4. Уксусная кислота, ледяная, содержа- 
щая галогеновые соли (приготовле- 
ние см. стр. 329, п. 38). 


‚ 2 


5. Гваяковая смола, спиртовый раствор 
свежеприготовленный (приготовление 
см. стр. 322, п. 10). 


. % 

6 Бензидин, ” раствор в ледяной 
уксусной кислоте, свежеприготовлен. 
ный. 


7. Перекись водорода, 3% раствор. 


Ход работы 


1. Делают скальпелем соскоб с тряпочки, пропитанной 
кровью, на предметное стекло и получают кристаллы ге- 
мина, которые рассматривают под микроскопом (стр. 233). 

2. Небольшую часть тряпочки экстрагируют 6—7 кан- 
лями дестиллированной воды и делят экстракт на три 
части. 

3. С одной частью экстракта проделывают гваяковую 
пробу (стр. 235). 

4. С другой частью экстракта производят бензидиновую 
пробу (стр. 236). 

5. Третью часть экстракта подщелачивают 1—2 каплями 
едкого натра и кипятят. Охлаждают, добавляют 1—2 капли 
реактива Стокса и исследуют в спектроскопе. Получают 
характерный спектр `гемохромогена (рис. 33; 6). 


* ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА ГЕМОГЛОБИНА 


Определение количества гемоглобина в а 
очень большое диагностическое значение при ан 
нии малокровия и как симптом при различных 
ниях 

< преде- 

Количество гемоглобина в крови ный 
Лено различными способами: например, по а 
зываемого им кислорода, по количеству а = 
В нем железа, по интенсивности окраски р т РН 
мента. Последний способ (колориметричес 
наиболее распространенным. 

Для определения гемогло 
а простейшим колорим 
и. пробирок, 

те состоит из двух Е о и 
наполненных раствором солянокислог 


ом при 
Е жащих стандарт 
Циально подобранной краски и слу м 


бина этим способом обычно 
етром — гемометром 


16 Практикум по биологической химии 


определении гемоглобина, и одной градуированной пробирки 
для исследуемой крови *. Перед исследованием в эту про- 
бирку наливают небольшое количество 0,1 н. соляной 
кислоты, а затем 20 рл крови. Через 10—15 минут (за это 
время»весь гемоглобин переходит в солянокислый 
гемин) начинают прибавлять в пробирку дестиллирован- 
ную воду до тех пор, пока окраска крови не сравняется 
с окраской стандарта. Уровень жидко- 
сти в градуированной пробирке показы- 
вает содержание гемоглобина в иссле- 
дуемой крови. 
Цифра 100 на градуированной тру- 
бочке гемометра соответствует 17,3 `г 
гемоглобина в 100 мл крови и условно 
принимается за 100% гемоглобина в 
крови человека. Однако в действитель- 
ности эта цифра несомненно несколько 
выше средней нормы?. 
Одним из источников ошибок при 
определении количества гемоглобина с 
помощью гемометра Сали является из- 
лишне поспешная работа. Следует пом- 
нить, что максимальная окраска рас- 
Рис. 34. Гемометр. твора пигмента (см. ход работы) дости- 

гается не сразу, а постепенно; поэтому 
приливание дестиллированной воды производят через 10 
или 15 минут (не ранее), и всегда точно соблюдая опреде- 
ленный промежуток времени, так как иначе могут полу- 
читься несравнимые результаты. 

Приборы. 1. Гемометр. 
2. Игла для взятия крови. 
3. Специальная пипетка для взятия 
крови (на 20 вл). 

4. Тонкая стеклянная палочка. 

5. Пипетка для дестиллированной воды. 

6. Вата. 

7. Марля. 


1 Вместо трубочек с краской в некоторых приборах употреб. 
ляют невыцветающие цветные стеклянные палочки. 
? Следует отметить, что имеющиеся в обращении гемометры 


по интенсивности окраски 
личаются один от другого 

В последнее время в СССР выпускаются гемометры со 
соответствующим 16 г гемоглобина в 100 мл крови. 


нередко от 
стандарта. 
стандартом, 
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Реактивы. 1. Соляная кислота, 0.1 н а 
2. Этиловый спирт. Зе 
3. Диэтиловый эфир. 
4. Иодная настойка. 


Ход! работы 


1. Наливают в градуированную пробирку гемометра 
раствор соляной кислоты до деления 10 на шкале. 

2. Берут из пальца (см. стр. 78) специальной пипеткой 
точно 20 рл крови и, обтерев кончик капилляра от пристав- 
шей снаружи крови, осторожно, не вызывая образования 
пены, выпускают кровь в кислоту, налитую в градуирован- 
ную пробирку гемометра. 

3. Промывают капилляр осторожным повторным. втя- 
гиванием и выдуванием верхнего слоя кислоты и тщательно 
размешивают содержимое, осторожно ударяя пальцем по 
нижней части пробирки. 

4. Через 10 минут прибавляют дестиллированную воду 
в градуированную пробирку, каждый раз хорошо переме- 
шивая раствор тонкой стеклянной палочкой до тех пор, 
пока цвет жидкости в пробирке не сравняется_с ‚цветом 
стандарта. 

Вначале сразу приливают относительно много дестил- 
лированной воды (например, до деления 40). Когда цвет 
исследуемого раствора начнет приближаться к цвету стан- 
дарта, воду добавляют по 1—2 капли. Чем больше гемогло- 
бина в исследуемой крови, тем больше воды приходится 
приливать к раствору. Деление на шкале показывает коли- 

чество гемоглобина в процентах по отношению к условно 
принятой за 100% норме, но не истинный процент гемо- 
глобина в крови. к В 

В с гемометрах рядом с обычной крыла = 
наносят цифры, показывающие количество граммое и 
глобина в 100 мл крови, соответствующее данному д 
шкалы пробирки. . 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАЛЬЦИЯ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 


а важен 
Ряд неорганических катионов и анионов весьм. 
Для нормального обмена веществ’. Е т 
Фосфорнокислый кальций, главным обр о. 
ных солей, сходных по составу с минер 


ланский, 
лся С. Я. Кап 
1 Минеральным обменом много занима. 


му вопросу. 
который является автором монографии по это у Ре 
16* 


ЗСаз(РО.)з. СаХ» (где Х может быть анионом фтористоводо- 
родной, угольной, серной или некоторых других кислот), 
образует неорганическую основу костной ткани. Кальций 
играет также большую роль в процессах возбуждения И 
необходим для нормальной работы сердца, кишечного тракта 
и других органов. 

В ряде случаев важно поэтому знать, достаточна ли 
концентрация кальция в крови. 

Кальций крови содержится вне форменных элемен- 
тов, и обычно его определяют в сыворотке, а не в цельной 
крови. В норме сыворотка содержит 9—11 мг% кальция. 

Количество кальция понижено при тетании У детей 
грудного возраста, иногда при рахите; превышает норму 
при деструктивных процессах в костной ткани и в некото- 
рых других случаях. 

В регуляции кальциевого обмена принимает участие 
гормон паращитовидных желез. Недостаточная функция 
этих желез ведет к снижению содержания кальция в крови 
и к развитию тетании. Витамин Ш обусловливает 
правильное отложение кальция в костях. Недостаток этого 
витамина является одной из причин рахита. 

Определение кальция в сыворотке крови ведется путем 
осаждения кальция в видесоли щавелевой кислоты 


соомн, — 600 
Сасьь + | —1  УСа+амниа: 
соОмн, —С00 


Осадок щавелевокислого кальция легко растворим в ми- 
неральных кислотах, но практически нерастворим в слабо 
щелочной среде; его отмывают от избытка щавелевокислого 
аммония и других веществ плазмы разведенным раствором 
аммиака. Отмытый осадок растворяют в серной кислоте: 

соо СООН 
| Уса + Н,50, + | 
соо ` СООН 


и щавелевую кислоту оттитровывают 0,01 н. раствором 
марганцовокислого калия в присутствии из» 
бытка серной кислоты: 
СООН 
5 | + 2КМпО, + 3Н250, = 
СООН 
— 10 СО; -- 2Ми5О, -+ Кз5О, -+ 8НгО. 


Как видно из приведенных реакций, количество перман- 
ганата, пошедшее на окисление щавелевой кислоты, эквива- 
лентно количеству кальция. 

Приборы. 1. Центрифуга. 


2. Центрифужные весы (рис. 30, стр. 227). 
3. Центрифужные пробирки с коротким 
и острым дном, 2 шт. 


4. Пипетки на 2 мл, 9 шт. 
5. Пипетка на 10 мл с делениями. 
6. Стеклянные палочки. 
7. Микробюретка. 
8. Водяная баня. 
Реактивы. 1. Сыворотка крови. 
2. Щавелевокислый аммоний, 4% раствор. 
3. Аммиак, 2% раствор. 
4. Серная кислота, | н. раствор. 
5. Марганцовокислый калий, 0,01 н. 


раствор. 


Ход работы 


1. Отмеривают в одну центрифужную пробирку 2 мл, 
а в другую (контроль) — 4 мл дестиллированной воды. 

2. В первую пробирку приливают пипеткой 2 мл сы- 
воротки. - 

3. В обе пробирки приливают по 1 мл раствора ареле 
вокислого аммония, слегка встряхивают пробирки и ост 
ляют стоять в течение 30 минут. ) 

4. Центрифугируют содержимое обеих пробирок в те 
чение 10 минут *. 

5. Осторожно, чтобы не взмутить осадок, К а 
жидкость из пробирок, после чего края про : м и 
рают фильтровальной бумагой для полного ыы а 
кости. Щавелевокислый кальций в первой пробир 
на дне в виде белого осадка. Режи 

6. Наливают в обе центрифужные И ое 
твора аммиака, встряхивают и вновь 
В течение 10 минут. нее 

7. Сливают жидкость из пробирок и а: ен 
осадок 2% раствором аммиака, повтор 
описанные в п. 6. 


ьзы 
еталлические гил 
нтрифужные м 

+ Пробирки и съемные с я равновешены - 
предварительно должны быть п у 2 


8. Сливают после центрифугирования последние порции 
аммиака. и в обе пробирки наливают по 2 мл раствора 
серной кислоты. Размешивают осадки стеклянными палоч. 
ками и, не вынимая палочек, погружают пробирки на 
2 минуты в горячую водяную баню. 

9. Оттитровывают (помешивая палочками) горячий рас- 
твор из микробюретки 0,01 н. марганцовокислым калием 
до появления розового окрашивания, не исчезающего 
в течение минуты. 

10. Для вычисления количества миллиграммов каль- 
ция в 100 мл сыворотки крови из результата титрова- 
ния опытной пробы вычитают результат титрования 
контрольного (слепого) опыта. Слепой опыт служит 
контролем на содержание в реактивах кальция (или дру- 
гих веществ, осаждающих щавелевую кислоту) и на пол- 
ноту отмывания от избытка щавелевокислого аммония. 
Полученную разность умножают на титр марганцовокислого 
калия по кальцию, выраженный В миллиграммах, 9" 'е; на 
количество миллиграммов кальция, соответствующее 1 мл 
титрованного раствора (для 0,01 н. КМпО, эта величина 
равна 0,2 мг), и на 50, так как определение производилось 
в 2 мл сыворотки, а вычисляется содержание в 100 мл. 


Таким образом, если через х обозначить содержание 
кальция в сыворотке крови в миллиграмм-процентах, через 
а — результат титрования опытной пробы, через б — коли- 
чество миллилитров 0,01 н. марганцовокислого калия, 
пошедшее на титрование контрольной пробы, то: 


х= 0,2 (а— 6). 50. 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ ХЛОРА В КРОВИ 


Обычно считают, что в крови хло р находится в основ- 
ном в виде хлористого натрия, и поэтому найденное при 
анализе количество иона хлора пересчитывают на х ло ри- 
стый натрий. 

В норме цельная кровь содержит 470—530 мг%. хлори- 
стого натрия, плазма — около 600 мг% и организм обладает 
способностью поддерживать относительное постоянство со- 
держания хлористого натрия в крови. 

При некоторых заболеваниях количество хлора в крови 
может значительно уменьшаться или увеличиваться. Так, 
например, количество хлора значительно уменьшается при 
обильной рвоте, при переходе хлора из крови в ткани 
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(при отравлении сулемой), при лихорадке. Наобо от 
чество хлора в крови может значительно ВоИвиват С 
заболевании почек, в некоторых случаях каче т 
ных опухолей, при малокровии и т. д. =. 
Метод определения основан на осаждении хлора азотно- 
кислым серебром в присутствии азотной кислоты. Избыток 
азотнокислого серебра оттитровывают роданистым аммо- 
нием в присутствии железоаммиачных квасцов, являющихся 
индикатором. Помимо солей, в крови содержится много 
органических веществ (белки, углеводы, жиры и др.) 
которые могут осаждаться, образуя соединения с серебром, 
а в некоторых случаях восстанавливать его до металла. 
Поэтому определение хлора в присутствии органиче:- 
ских веществ крови вести нельзя иихудаляют 
окислением (путем нагревания с марганцовокислым 
калием). Органические вещества при этом окисляются до 
углекислоты И ВОДЫ, а-марганцовокислый калий восста- 
навливается частью до двухвалентного марганца, частью— 
до темнобурой перекиси марганца. Избыток перекиси мар- 
ганца восстанавливают до солей двухвалентного марганца 
при помощи глюкозы, которая не мешает определению. 
Реакции осаждения хлора и титрования избытка азотно- 
кислого серебра идут по следующим уравнениям: 


Мас! -- АзМО, -> АзС! -- МаМОз; 
АзМО; -- МН.С№ - АСМ $ -- МН.МО;; 
(избыток) 


6МН.СМ№ -- Ее» ($Ол)з — 2Ее (СМ); 3 (МН..50.. 
(избыток) (красного 
цвета) 
Приборы. 1. Конические колбочки, 2 шт. 
2. Игла для взятия крови. 
3. Вата. 
4. Марля. 
5. Пипетка на 2 мл. 
6. Микропипетка на 0,1 мл. 
7. Микробюретка. 
8. Пипетка на 1 мл с делениями. 
1 


Реактивы. 1. Азотнокислое серебро, 0,01 н. рас- 


твор (приготовление см. Стр. ЭР, 


1.2): ы 
2. Марганцовокислый калий, насыщен- 


ный раствор. 
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3. Железоаммиачные квасцы, 
ный раствор. 
Роданистый аммоний, 0,0] Н, 
(приготовление ор. 984, 


Насыщен. 


Раствор 


п. 
Этиловый спирт. > 


4. 
5. 
6. Диэтиловый эфир. 
7. Азотная кислота, концентрированная, 
8. Глюкоза. 


Ход работы 


1. В две колбочки вносят пипеткой по 2 мл Дестиллиро- 
ванной воды. 


2. Берут из пальца кровь 
взятых колбочек микропипеткой 


ятой пробе крови соответствует 
енного в виде АеС]. Таким об- 


0,01 н. роданистого аммония, пошедшего на обра 

рование азотнокислого серебра (а). ратное тит- 
Для вычисления содержания хлора в крови в милли 

процентах эту разность умножают на 0,355 ев 

миллиграммов хлора, соответствующее | мл 0,01 н. а. 


того аммония) и 1 
ра родани на 1 000 (так как оп 
велось в 0,1 мл крови). ха 


Таким образом, искомое содержани 
мах на 100 мл крови (х) составляет: 


х= (б—а). 0,355. 1000 мг%. 


Если количество хлора нужно выразить в пересчете 
на хлористый натрий, то вместо коэфициента 0,355 берут 


коэфициент 0,585 (молекулярный вес хлористого натрия 
равен 58,5). 


е хлора в миллиграм- 


+ ОПРЕДЕЛЕНИЕ НЕОРГАНИЧЕСКИХ ФОСФАТОВ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 


В норме сыворотка крови человека содержит 2,5—5 мг% 
фосфора в виде неорганических фосфатов. При 


тетании и некоторых видах почечной недостаточности на- 
блюдается повышенное содержание фосфора в крови. При 
рахите содержание фосфора в крови понижено. 

Определение фосфорной кислоты и ее эфиров в крови и 
в тканях имеет болышое значение в научно-исследователь- 
ской работе и является одной из важнейших методик при 
изучении обмена веществ. 

Принцип метода определения фосфора заключается 
в образовании комплексной фосфорномо- 
либденовой кислоты, которую затем восста- 
навливают эйконогеном (1, 2, 4— аминонафтолсуль- 
фоновокислым натрием) в молибденовую син ь. 
Количество фосфора далее определяют колоримет 
рически по интенсивности окраски. 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

о. Пипетка на 10 мл с делениями. 
3. Пипетка на 2 мл. 

4. Воронка с фильтром, 

5. Пипетка на 5 мл. 

6. Пипетка на 1 мл. 


7. Мерные колбочки на 10 
бирки с меткой на 10 ий к. 
8. Колориметр. : 


вы. 1. Трих 
Реакти НЯ кислота, 20% рас. 

2. Молибденовокислый аммоний, 25% 
раствор в 6 н. серной кислоте а 
готовление см. стр. 395, п. 21. 

3. Эйконоген тж Ю 4 — аминонафтол. 
сульфоновокислый натрий), 0,95% 
раствор, содержащий сульфит и би. 
ее (приготовление см. стр. 334 
п. 69). 

4. Фосфорнокислый калий, стандартный 
раствор, содержащий 0,04 ‘мг фос- 
фора в 1 мл (приготовление см. 
стр. 333, п. 63). 


Н 


Ход работы 


1. В сухую пробирку отмеривают 6 мл дестиллированной 
воды, добавляют 2 мл сыворотки и 2. мл раствора`трихлор- 
уксусной кислоты. Перемешивают и: отфильтровывают от 
осадка белка в другую: сухую ‘пробирку. се 

2. 5 мл трихлоруксусного фильтрата (что соответствует 
1 мл сыворотки) переносят пипеткой в мерную колбочку. 
В другую мерную колбочку отмеривают 1 мл стандартного 
раствора фосфорнокислого калия, 1 мл трихлоруксусной 
кислоты и 3 мл воды. 

3. В обе мерные колбочки (или пробирки) добавляют по 
| мл раствора молибденовокислого аммония и по 0,4 мл 
раствора эйконогена; перемешивают и оставляют стоять на 
15 минут. 

_ 4. Через 15 минут содержимое обеих колбочек доводят 
водой до метки, перемешивают и колориметрируют опыт- 
ную пробу по стандарту (стр. 118). 

Если /, — толщина слоя стандартного раствора, 
а й. толщина слоя испытуемого раствора; то ое 
фосфора (в виде неорганических фосфатов) в сыворотк 
в миллиграмм-процентах составляет: 


и, 
0,04 - 100... 
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ЖЕЛЧЬ 


Желчь является секретом печеночных клеток, накапли- 
вается в желчном пузыре и выделяется в двенад- 
цатиперстную кишку. Находясь в желчном 
пузыре, вода из желчи частично всасывается в организм, 
и последняя вследствие этого концентрируется. Пузырная 
желчь поэтому более концентрирована, чем печеночная. 

Желчь играет болышую роль в пищеварении и всасы- 
вании жиров и жирорастворимых витаминов из кишечника, 
эмульгирует жиры и ускоряет их переварива- 
ние, активируя липазу панкреатического сока. 

Ряд заболеваний дает общий симптом желтухи, 
при которой желчь в избыточном количестве циркулирует 
в крови, вызывая интоксикацию организма и окраску кожи 
и белков глаз желчными пигментами. Поэтому в клинике 
большое значение имеет определение желчных пигментов 
и келчных кислотоновоне"и Крови, ат также анализ > 
отделяемой в двенадцатиперстную кишку. 

В состав желчи входят желчные пигменты, 
желчные кисйбты № 29 солей), холестерин, 
лецитин, мыла и некоторые другие соединения. 


РЕАКЦИИ НА ЖЕЛЧНЫЕ ПИГМЕНТЫ 


Свежая желчь человека содержит с За: а а ВЫ 
нобурый пигмент билиру инь наряду, ы Е — 
количеством зеленого продукта окисления билирУ 
биливердина. 


СНа сн,—Со0н сн,-с0он ти 
неа и СН. СН т ке СН СН 
НР аеео 

—ОН 
Н й Е -| | сн, _ ай о 
ок т оела Ва © 
м МН 
_ Билирубин - 


Билирубин образуется из гемоглобина при расп 
троцитов. Железо, отщепленное от гемоглобина, вновь иС- 
пользуется организмом, а порфириновое КОЛЬЦО расщеп. 
ляется и образует билирубин, который отделяется печенью в 
составе желчи. Некоторая часть билирубина окисляется при 
этом в биливердин. При стоянии на воздухе в желчи накат. 
ливается значительное количество биливердина. 

Благодаря наличию карбоксильных групп 
желчные пигменты обладают свойств ами кислот. 
они образуют растворимые соли с щелочными металлами и 
нерастворимые — с щелочноземельными металлами. 


Де эри- 


на получении окрашенных в различные цвета прод Ук- 
тов окисления билирубина. Продуктами 
окисления билирубина являются: биливердин (зеленого 
цвета), билицианин (синего цвета), холетелин (желтого 
цвета) и некоторые другие. 

В пробах Г упперт-Сальковского и Маслова желчные 
пигменты сначала осаждают в виде кальциевой или барие- 
вой соли и потом открывают в спиртовом растворе. 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

Воронка. 

Кусок стекла. 

Стеклянная палочка. 

. Водяная баня. 

Фарфоровая чашка. 

Пипетка. 

Фильтровальная бумага. 

Желчь, разведенная водой в браз. 
Азотная кислота, концентрирован- 
ная, содержащая следы азотистой 
кислоты (при стоянии на свету азот- 

ная кислота всегда содержит при- 

месь азотистой кислоть). 

. Углекислый натрий, 10% раствор. 

. Хлористый кальций, 3% раствор. 

. Этиловый спирт. 

Соляная кислота, концентрированная. 

. Уксусная кислота, 25% раствор. 

. Хлористый барий, 5% раствор. 

. Азотная кислота, 0,5% раствор в 
спирте. 

10. Перекись водорода, 3% раствор. 


око 


Реактивы. 


кон. 00-1 


«© © 4 © сл > © 
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Е сх а м С ^ 


Ход работы 


Г. Проба Гмелина 


Наливают в пробирку около 1 мл 
и осторожно по стенке подслаивают 
трированной азотной кислоты, На гр 
зуется осадок желчных кислот и белка и цветные кольца 
желчных пигментов. Характерно наличие зеленого, синего 
фиолетового, красного и желтого колец в указанной после’ 


довательности, что соответствует разным степеням окисле- 
ния пигмента. 


разбавленной желчи 
равный объем концен- 
анице жидкостей обра- 


П. Проба на фильтровальной бумаге 


1. Несколько раз профильтровывают желчь через не- 
большой фильтр. В результате фильтрования на фильтре 
частично задерживаются желчные пигменты. 

2. Развертывают фильтр на куске стекла и в центр фильт- 
ра помещают при помощи стеклянной палочки каплю кон- 
центрированной азотной кислоты. Появляются цветные 
кольца желчных пигментов; зеленое кольцо располагается 
снаружи. 


ПТ. Проба Гупперт-Сальковского 


1. Наливают в пробирку 2—3 мл разбавленной жел- 
чи и добавляют 1—2 мл раствора соды. 

2. Прибавляют 1 — 2 мл раствора хлористого кальция. 
Выпадает желтый осадок, который состоит из углекислого 
кальция и адсорбированных на нем ры и 
билирубина и биливердина. Осадок отфильтровыв т 

3. Подставляют под воронку с фильтром а ны 
и осторожно растворяют осадок на фильтре е ме 
каплями концентрированной соляной ты ыы 
кальций при этом полностью растворяется, ка в 
менты переходят в свободное состояние И 
фильтре. 

в НалайИ на фильтр 3 — 4 мл спирта 
этом растворяются и фильтруются со ‘спир 
в пробирку. 

;. Кри содержимое пробирки в наг у 
водяной бане. Зеленое или синее окраши 
на присутствие желчных пигментов. 


. Пигменты при 
том и кислотой 


ретой до кипения 
ание указывает 
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ГУ. Проба Маслова 


1. В пробирку наливают 2 — 3 мл разведенной ж 
подкисляют ее 4—6 каплями раствора уксусной кисло 
добавляют равный объем раствора хлористого бария. 

2. Перемешивают и осторожно кипятят содержимое 
пробирки. Горячий раствор фильтруют. 

3. Фильтр с желтым осадком переносят в Фарфоровую 
чашку, развертывают его и смывают 2—3 мл раствора азот- 
ной кислоты в спирте, снимая осадок стеклянной палочкой. 

4. Раствор азотной кислоты в спирте вместе с нерас- 
творившимся осадком сливают в чистую прббирку, добав- 
ляют 4 — 5 капель раствора перекиси водорода и кипятят 
в водяной бане. Через 2 — 3 минуты белый осадок барие- 
‚вых солей оседает на дно пробирки; сине-зеленая окраска 


прозрачного раствора указывает на присутствие желчных 
пигментов. 


, 
ТЫ И 


РЕАКЦИИ НА ЖЕЛЧНЫЕ КИСЛОТЫ 


Желчные кислоты являются важной составной 
частью желчи. По своему химическому строению они 
близки к холестерину и другим стеринам. 
Наиболее распространенной является холевая кис- 
лота, которая содержит три гидроксильные группы. 
-Наряду с холевой кислотой, известны дезоксихолевая и 
другие желчные кислоты. В желчи указанные кислоты сое- 
„динены. с аминокислотой глицином (гликоко- 
лом) или с тау рином (производное цистеина) пеп- 
тидной связью и находятся в виде солей (главным образом 
натриевых). 


СН; 
ОН 


| 
| СН, СН—СН,—СН,—СООН 
ее = 


а, || 
а 


Ноа 


Дезоксихолевая кислота 
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ОН 
| СИз СН — СН СО 
га Е ый 
МН 
СН, | 
ИЗ СОВЫ 
СООН 
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Гликохолевая кислота 


Желчные кислоты легко образуют парные соединения 
с жирными кислотами, чем способствуют их всасы- 
ванию. 

В желчи человека преобладают гликохолевые кислоты 
(соединения холевой, дезоксихолевой и антроподезокси- 
холевой кислот с глицином). В желчи быка и других тра- 
воядных болышая часть желчных кислот соединена с тау- 
рином (таурохолевые кислоты). 

Присутствие желчных кислот можно открыть по их 
свойству понижать поверхностное натя 
жение, а также специальной реакцией Петтенко- 
фера. Эта реакция состоит в воздействии на желчные 
кислоты крепкой серной кислотой в присутствии сахара. 
Из сахарозы образуется оксиметилфурФУРр а 
(стр. 135), который дает пурпурное окрашивание с жел 
ными кислотами. 

Приборы. Штатив с пробирками. 


Реактивы. 1. Желчь, я водой в 5 раз. 
2. Сахароза, 5% раствор. 
3. Серная кислота, концентрированная. 


4. Серный цвет. 
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Ход работы 
1. Реакция Петтенкофера 


1. Наливают в пробирку 2 — 3 мл разведенной желчи 
прибавляют к ней | —2 капли раствора сахара и слегка 
встряхивают. 

2. По стенке пробирки подслаивают 1 —9 мл крепкой 
серной кислоты (осторожно!). 

В месте соприкосновения с кислотой появляется 
пурпурно-красное окрашивание, кото. 
рое при осторожном перемешивании (при охлаждении) 
распространяется на все содержимое пробирки. 

В присутствии белка эта реакция не надежда, так как 
белки в этих условиях дают очень сходное окрашивание. Для 
того чтобы установить наличие желчных кислот в присут- 
ствии белка, пользуются спектроскопическим исследо- 
ванием. 


П. Проба на понижение поверхностного натяжения 


1. В одну пробирку наливают 9 — 10 мл разведенной 
желчи, в другой — 8 — Эмл воды смешивают с 0,5 — 1 мл 
разведенной желчи, в третью — наливают 9 —10 мл 
воды. 

2. Все три пробирки ставят на 5 — 6 минут в холодную 
воду, затем на поверхность жидкости насыпают порошок 
серного цвета. 

В чистой воде сера остается плавать на поверхности, 
в сильно разведенной желчи опускается на дно, а в слабо 
разведенной опускается на дно еще быстрее вследствие 
того, что желчь понижает поверхностное натяжение. 


ОБНАРУЖЕНИЕ ХОЛЕСТЕРИНА В ЖЕЛЧНЫХ КАМНЯХ 


Желчные камни, в особенности У человека, обычно со- 
держат значительное количество холестерина (стр. 114), 
доходящее иногда до 90%. | 

Приборы. 1. Штатив с сухими пробирками. 

2. Ступка с пестиком. 

3. Воронка с сухим фильтром. 
4. Фарфоровая чашечка. 

5. Водяная баня. 

6. Предметное стекло. 

7. Стеклянная палочка. 

8. Микроскоп. 
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Реактивы. 1. Желчные камни. 

. Диэтиловый эфир. 

. Этиловый спирт. 
Хлороформ. 
Серная кислота, концентрированная:. 

. Серная кислота удельного веса 1,82 
(приготовление см. стр. 332, п. 54). 
Уксусный ангидрид. 


Ход работы 


1. Около 0,2 г желчных камней растирают в ступке 
с8 — 10 мл эфира и отфильтровывают в сухую фарфоровую 
чашечку. 

2. В чашечку добавляют, 4 — 5`мл! спирта и упаривают 
раствор на водяной бане до выпадения кристаллов холе- 
стерина. | 

3. Еще сырые кристаллы наносят стеклянной палочкой 
на предметное стекло и рассматривают под микроскопом 
(рис. 8, стр. 116). : 

4. Кристаллы холестерина в чашечке растворяют в 
10 — 20 мл хлороформа и с полученным раствором проде- 
лывают реакции с серной кислотой и с уксусным ангид- 
ридом (стр. 116). 


1 
7 Практикум по биологической химии 


ЖЕЛУДОЧНЫЙ СОК 1 


В желудочном соке человека обычно содержится вода, 
соляная кислота, хлористый натрий, кислые фосфорнокис- 
лые соли и ряд органических соединений, из которых отме- 
тим белковые вещества и ферменты пепсин и липазу. 

Для клинического исследования желудочный сок (же- 
лудочное содержимое) обычно берут при помощи толстого 
зонда через 45—50 минут после пробного завтрака, состоя- 
щего из 50 г черствого белого хлеба и двух стаканов воды. 

При взятии желудочного содержимого для исследования 
туда сбычно попадает слюна, пища и продукты ее перевари- 
вания. В ряде случаев возможно наличие в желудочном со- 
держимом также молочной, масляной, уксусной и валериано- 
вой кислот. 

Эти органические кислоты попадают в желудочный сок 
с пищей или образуются в желудке в результате брожения. 

Благодаря присутствию соляной кислоты желудочный 
сок (желудочное содержимое) почти всегда имеет резко 
кислую реакцию (рН = 1,3—2,5). Все кисло реа- 
гирующие вещества желудочного сока (свободная и связан- 
ная соляная кислота, органические кислоты и кислые фос- 
форнокислые соли) обозначают термином «общая кис- 
лотность. Соляную кислоту, находящуюся в солеобраз- 
ном соединении с белками и продуктами их переваривания, 
условно называют «связанная соляная кисло- 
та»; несвязанную соляную кислоту — «свободна я 
соляная кислота». Сумму связанной и свободной 
соляной кислоты обозначают термином ‹общая соля- 
ная кислота». 

Ориентировочно кислотность желудочного сока устанав- 
ливают с помощью индикаторов. Отсутствие кислой 
реакции на лакмус говорит о полном отсутствии кислот. 
Кислая реакция на лакмус еще не указы- 


1 Выделение и состав желудочного сока подробно изучены 
И. П. Павловым и его учениками. 
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вает на присутствие свободной соляной КИСЛОТЫ 

обнаруживают специальными индикаторами , рю 
чество кислот определяют . титр г 
0,1 н. шелочью. Присутствие молочной кисл ги Г 
крови, желчи и других продуктов в желудочном =. 
держимом обнаруживают специальными реакциями. : 


РЕАКЦИИ НА СВОБОДНУЮ СОЛЯНУЮ КИСЛОТУ 


Нормальный желудочный сок всегда содержит свободную 
соляную кислоту. Последнюю можно обнаружить по 
сильно кислой реакции (рН ниже 3,0). Свя- 
занная соляная кислота, органические кислоты и кисло 
> реагирующие соли дают лишь слабокислую реакцию. Для Н 

открытия свободной соляной кислоты обычно. пользуются | 
Г красным конго и парадиметиламино- | 
азобензолом, а также флороглюцин-ва- й 
НИЛИНОомМ. й 

Зона изменения цвета конго лежит при рН = 3,0—5,2. | 
В кислой среде конго синего цвета, в щелочной и ней- Е 
| тральной — красного. Благодаря этому красное конго пере- | 

ходит в синее только под влиянием сильных — минераль- И 
ных — кислот. От разбавленных органических кислот | 
и кислых солей цвет конго не меняется. { 

Зона изменения цвета парадиметиламиноазобензола | 
лежит при рН == 2,9—4,0. В щелочной и нейтральной среде 
эта краска желтого цвета. В сильно кислой среде, т. е. й 
в присутствии свободных минеральных кислот, она крас- | 
ная. | 


Ванилин 
лином наиболее специфична. 
расного окрашива: 
исутствии свобод- 


| Флороглюцин 
Реакция с флороглюцин-вани 
на заключается в появлении пурпурнок 
ния при выпаривании этого реактива в пр 
НОЙ соляной кислоты. 
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Молочная кислота с флороглюцин-ванилином не 


Дает 
никакого окрашивания. 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

. Фарфоровая крышечка от тигля, 

. Стеклянная палочка. 

. Бумажка конго, красная. 

з Парадиметиламиноазобензол,` 0,5% 
раствор в спирте. 

. Флороглюцин-ванилиновый^ реактив 
(приготовление см. стр. 333, п. 61). 

. Желудочный сок, профильтрованный. 

. Соляная кислота, 0,2% раствор. 


Ход работы 
1. Реакция с бумажкой конго 


1. На красную бумажку конго наносят стеклянной па- 
лочкой каплю раствора соляной кислоты. Наблюдают появ- 
ление синего окрашивания. 

2. Проделывают эту реакцию с желудочным соком вместо 
раствора соляной кислоты. Синее окрашивание указывает 
на присутствие в желудочном соке свободной соляной кис- 


лоты. Фиолетовое окрашивание может дать молочная и дру- 
гие органические кислоты. 


Реактивы. 


сл [9 К = м5 


П. Реакция с парадиметиламиноазобензолом 


1. Несколько капель раствора соляной кислоты поме- 
щают в пробирку и добавляют 1—9 капли раствора пара- 
диметиламиноазобензола. Наблюдают появление красного 
окрашивания. 

2. Проделывают эту реакцию с желудочным соком. При- 
сутствие свободной соляной кислоты обнаруживается по 
красному окрашиванию. Органические кислоты могут окра- 
сить индикатор в оранжевый цвет. 


И. Реакция с флороглюцин-ванилином 


1. На крышку от тигля наносят 2—3 капли флороглю- 
цин-ванилинового реактива и 1—9 капли раствора соляной 
кислоты. Перемешивают и осторожно (без кипячения) выпа- 
ривают досуха. Наблюдают появление красного окрашива- 
НИЯ. 

2. Проделывают ЭТУ же реакцию, взяв вместо раствора 
соляной кислоты желудочный сок. В присутствии свобод- 
ной соляной кислоты появляется красное окрашивание. 
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РЕАКЦИЯ НА МОЛОЧНУЮ КИСЛОТУ 


Молочная кислота является патологической 
составной частью желудочного сока (например, при рак 
желудка). Небольшие количества молочной боты 
могут, однако, попадать в желудок с пищей (например 
с хлебом) в норме. р 

Молочную кислоту открывают реакцией с раствором 
фенола, содержащим хлорное железо. 

При смешивании хлорного железа с фенолом появляется 
аметистово фиолетовое окрашивание, 
благодаря образованию комплексного фенолята железа. 

В присутствии молочной кислоты и других слабых кис- 
лот "образуется малодиссоциированная соль железа и 
окраска становится зелено- желтой. Ряд веществ, 
образующих с железом комплексные соединения (спирт, 
сахар, фосфаты), могут встречаться в желудочном соке и 
давать положительную реакцию на молочную кислоту. 

Сильные кислоты, в том числе соляная, полностью раз- 
рушают комплекс железа с фенолом и дают бесцвет- 
ный раствор. Помимо этого, соляная кислота вытесняет 
более слабую молочную кислоту из ее железной соли; по- 
этому реакция менее чувствительна, когда в желудочном со- 
держимом находится и соляная кислота. В сомнительных 
случаях молочную кислоту предварительно экстрагируют 
из желудочного сока эфиром. Этот прием и то обстоятель- 
ство, что в значительном количестве молочная кислота 
обычно присутствует в желудочном соке лишь при отсут- 
ствии соляной кислоты, делают реакцию на молочную 

кислоту практически вполне применимой. 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Пипетка. : 
3. Мерный цилиндрик- 
4. Водяная баня. 
5. Стаканчик. 


Реактивы. 1. Фенол, 1% раствор, 
2. Хлорное железо, 1% раствор. 7 
3. Желудочный сок, профильтрованн р 
4. Молочная кислота, 0,1% раствор. 
5. Соляная кислота, 0,2% раствор. 


6. Диэтиловый эфир. 
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Ход работы 


1. 1. Приготовляют реактив на молочную кислоту. Для 
этого приблизительно к 15 мл раствора фенола добавляют 
несколько капель хлорного железа и взбалтывают. Жидкость 
окрашивается в ОИ бтеховых 
цвет. Реактив разводят водой До слабой окраски. 

2. В три пробирки наливают по 9—3 мл реактива на 
молочную кислоту. 

3. В первую пробирку добавляют по каплям раствор мо- 
лочной кислоты, во вторую пробирку— профильтрованный 
желудочный сок и в третью — раствор соляной кислоты. 

Реакция с содержимым первой пробирки будет положи. 
тельной, т. е. окраска перейдет в зелено- жел тую, 
благодаря образованию желтого молочнокислого железа 
и частичному разрушению комплексного фенолята. Во 
второй пробирке реакция получится только в том случае, 
если имеется молочная кислота, а соляная кислота или от- 
сутствует, или содержится в незначительном количестве. 
В третьей пробирке раствор обесцвечивается (реакция от- 
рицательная). 

П. 1. В пробирку наливают 2—3 мл профильтрованного 
желудочного сока, добавляют 8—10 мл эфира и взбалты- 
вают (при работе с эфиром все горелки в 
комнате должны быть потушены). 

2. Верхний эфирный слой пипеткой переносят в неболь- 
шой стаканчик. 

3. Эфир из стаканчика осторожно выпаривают на зара- 
нее нагретой водяной бане. ° 

4. Остаток растворяют в 1—2 мл дестиллированной воды 
и проделывают вышеописанную реакцию на молочную кис- 
лотут. 


ТИТРОВАНИЕ КИСЛОТ ЖЕЛУДОЧНОГО СОДЕРЖИМОГО 


При клиническом анализе желудочного содержимого 
важнейшее значение имеет содержание кислот. Повы- 
щенная кислотность желудочного сока может 
указывать на язву желудка или гиперацидный гастрит. 
Пониженная кислотность встречается при ря- 
де желудочно-кишечных заболеваний (гипоацидный гаст- 

1 ие летучих жирных кислот — уксусной, масляной 
и и о ы ев ий по их характерному запаху. 


262 


ит и др.) и при раке. Кислоты жел 
ваясь в кровь, играют большую роль в кислотно 

-Щел 
авновесии организма (стр. 224). Так, а име, а 
ная рвота (с потерей соляной кислоты) приводит к т 
лозу (стр. 226 и 272). я 


Кислотность желудочного сока (содержимого) обычно 
выражают в количестве миллилитров точно 0,1 н. щелочи 
идущей на титрование 100 мл профильтрованного желудоч: 
ного содержимого. 

Под «общей кислотностью» желудочного сока понимают 
все кисло реагирующие вещества желудочного содержимого. 
Под «свободной соляной кислотой» — свободную минераль- 
ную кислоту. Под «связанной соляной кислотой» — кисло 
реагирующие хлористые соли белков и других слабых осно- 
ваний. Под «общей соляной кислотой» — сумму свобод- 
ной и связанной соляной кислоты. 

В норме общая кислотность профильтрованного желудоч- 
ного содержимого человека после стандартного пробного 
завтрака лежит в пределах от 40 до 60. Свободная соляная 
кислота — от 20 до 40. 

Количество свободной соляной кислоты в желудочном 
соке иногда выражают и в процентах, исходя из того, что 
1 мл 0,1 н. шелочи эквивалентен 1 мл 0,1 н. соляной кис- 
лоты, ав1 мл 0,1 н. раствора соляной кислоты содержится 
0,00365 г хлористого водорода; поэтому, умножая 0,00365 
на количество миллилитров 0,1 н. щелочи, идущее на тит- 
рование 100 мл желудочного содержимого, узнают процент- 
ное содержание соляной кислоты в исследуемом желудоч- 
ном соке. 

Раздельное титрование кислот желудочного содержимого 
достигается путем применения инди к аторов с раз- 
ными зонами перехода окраски. 
Только при титровании сильной кислоты сильным о 
нием имеет место резкий скачок РН (рис. 35, кривая 
и можно пользоваться различными индикаторами. Ех 

При титровании слабой кислоты сильным и 
(рис. 35, кривая Б) изменение рН происходит ее. значи- 
пенно и нейтральная реакция (рН = 7) пы > де 
тельно раныше, чем оттитрована вся кислота. ри 
же эквивалентности, Т.е. пункт» при ие 
количество сильного основания, пошедшего на р пе 
эквивалентно количеству слабой кислоты, аа инди- 
щелочной среде. Поэтому в этих случаях пользу и 


удочного сока, всасы- 


каторами с зоной перехода окраски в слабо елоч 
ной среде (например, фенолфталеином, зона перехода 
РН=8,2—10,0). 

При титровании сильной кислоты слабым основанием 
(рис. 35, кривая В) наблюдается обратная картина— точка 
эквивалентности лежит в кислой среде и для ее 
установления нужно пользоваться соответствующим инди. 
катором (конго, диметиламиноазобензол). 


А 


8 


озона 


0% 09 10%5 0 9 1%#51 9 10% 
—— —— =——— —— 
Избыток — Избыток 
КИСЛОТ — баелСчи 


7 

—. 
— 
Рис. 35. Кривые нейтрализации. 


'А—сильной кислоты сильной щелочью; Б—слабой кислоты сильной щелочью; 
В—слабого основания сильной кислотой; ХЬ—точка эквивалентности кислоты 
и щелочи. 

Средняя горизонтальная пунктирная линия отвечает нейтральной среде. 


Так как для определения общей кислотности нужно 
‚оттитровать все кислоты и кисло реагирующие соли желу- 
дочного содержимого, то точка эквивалентности лежит 
в щелочной среде (рис. 35, кривая Б) и для ее установления 
пользуются фенолфталеином. Если нужно оттитровать толь- 
ко свободную соляную кислоту, в качестве индикатора при- 
меняют  парадиметиламиноазобензол (зона перехода 
РН = 2,9 — 4,0), чтобы титрованию не мешали`слабые кис- 
лоты. Ализаринсульфоновокислый натрий (красный ализа- 
рин, зона перехода рН = 5,0— 6,8) дает возможность 
оттитровать свободные соляную и органические кислоты 
и, вычитая полученный результат из результата титрования 
общей кислотности, определить содержание связанной соля- 
ной кислоты. Путем комбинации нескольких инди- 
каторов в одной пробе можно оттитровать сразу ее 
соляную кислоту и общую кислотность или даже ‚м 
кислотность, свободную соляную кислоту и связанную сол 

ную кислоту. 
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эй 


Приборы. 1. Коническая колбочка 
2. Пипетка на 10 мл. 

3. Бюретка. 
Реактивы. ы ее: сок, профильтрованный. 

д натр, 0,1 н. раствор. 
ь: Фенолфталеин, 0,5% раствор в спирте. 
4. Парадиметиламиноазобензол, 0,5% рас- 
твор в спирте. 

5. Ализарин красный (ализаринсуль- 
фоновокислый натрий), 1% раствор. 


Ход работы 
1. Определение общей кислотности 


1. В коническую колбочку отмеривают 10 мл желудоч- 
ного сока и прибавляют 1—2 капли раствора фенолфтале- 
ина. 

2. Оттитровывают содержимое колбочки 0,1 н. раство- 
ром едкого натра до появления розового окрашивания. 

Результат титрования умножают на 10 (для расчета на 
100 мл) и получают величину, выражающую общую кис- 
лотность желудочного сока (в миллилитрах 0,1 н. щелочи). 


И. Определение свободной соляной кислоты 


1. Отмеривают пипеткой в колбочку 10 мл профиль- 
трованного желудочного сока и прибавляют 1—2 капли рас- 
твора парадиметиламиноазобензола. 

2. Титруют содержимое колбочки раст 
ра до появления желтовато-красного ры ее 

Результаты титрования умножают на 10. Произв Ты 
дает количество свободной соляной кислоты В РА т 
содержимом, выраженное в количестве миллилитров 0,1 н, 
раствора щелочи на 10 мл желудочного сока. 


вором едкого нат- 


В в и общей 
ПП. Определение свободной соляной кислоты 


кислотности в одной про 
10 мл исследуе- 


1. Отмеривают пипеткой в колбочку ы, парадиме- 


а л 
Мого желудочного сока и добавляют 1—2 кап 
Тиламиноазобензола. явления жел- 


по 
2. Титруют раствором едкого натра И ные а 
товато-красного окрашивания. Отмечают р 


-->--- 


лилитров щелочи, пошедшее на титрование (первый 
пункт). 

3. Прибавляют в ту же колбочку 1—2 капли раствора фе- 
нолфталеина и продолжают титрование до появления не 
исчезающего розового окрашивания. Отмечают общее коли- 
чество миллилитров щелочи, пошедшее на оба титрования 
(второй пункт). 

Количество миллилитров щелочи, пошедшее на титро- 
вание до первого пункта, умноженное на 10, дает «свобод- 
ную соляную кислоту»; общее количество щелочи (до вто- 
рого пункта), умноженное на 10, выражает «общую кислот- 
ность». 


ГУ. Определение связанной соляной кислоты 


1. Отмеривают пипеткой в колбочку 10 мл профильтро- 
ванного желудочного сока и прибавляют 4—5 капель рас- 
твора ализаринсульфоновокислого натрия. 

2. Титруют раствором едкого натра до появления фио- 
Летового окрашивания. 

3. Одновременно определяют общую кислотность (с фе- 
нолфталеином). «Связанную соляную кислоту» вычисляют 
путем вычитания результата титрования с красным ализа- 
рином из результата титрования общей кислотности и умно- 
жения на 

Например, если на титрование общей кислотности пошло 
5,20 мл раствора щелочи, а на титрование с ализаринсульфо- 
новокислым натрием — 4,05 мл, то на связанную соляную 
кислоту приходится 5,20—4,05 = 1,15 мл 0,1 н. щелочи, 
т. е. для кислотности «связанной соляной кислоты» мы по- 
лучаем величину 11,5. 

Определив количество свободной и связанной соляной 
кислоты, можно вычислить и общее количество соляной 
кислоты в желудочном соке. 


\У. Определение общей кислотности, свободной и связанной 
соляной кислоты в одной пробе 


1. Отмеривают пипеткой в колбочку 10 мл профильтро- 
ванного желудочного сока. Добавляют 1—2 капли паради- 
метиламиноазобензола и 2 капли фенолфталеина. 

2. Титруют 0,1 н. раствором едкого натра до желтовато- 
красного окрашивания (первый пункт), далее продолжают 
титрование до лимонножелтого цвета (второй пункт) и, 
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наконец, 
пункт). 
слоте. 


пунктами 
лоте и третии пункт — общей кислотности желудочного 


сока. 


: до появления розового окрашива 

ервый пункт соответствует ОНО 5 и 
Среднее арифметическое между ий И 
считают соответствующим общей ие 


В качестве примера до 
мера допустим, что при 

- титро 

0,\ н. щелочью затрачено титрованного ВОВ дн 


чала титрования): 


до первого пункта (желтовато-красный цвет) 4,10 

» второго > (лимонножелтый цвет) о 444 = 

» третьего » (розовый цвет) . -. 6.36 
Ст АХ У 


Среднее между вторым и третьим пунктом: 


4.441 6,36 
р — 5,40 мл. 


Следовательно: 


свободная соляная кислота ....* 4,10 - 10 =41,0 
общая соляная кислота...‘ * 5,40. 10 = 54,0 
связанная соляная кислота...‘ 54,0—41,0=13,0 

2: 6,90 10 63,6 


общая кислотность 


ри наличии молочной кисло- 


Этот способ неприменим п 
ты в желудочном соке. 


ЖЕЛУДОЧНОМ СОКЕ 


гемоглобин) 
указы- 


РЕАКЦИЯ НА КРОВЬ В 


, Свежая алая Кровь 
только что взятом желудочно 


К на наличие кровоточащей язвы, 

к р могла быть повреждена зондом. Присутствие 

уревшей крови боЯнокисяый 
соке может 


ученном желудочном 
НЫМ указанием на изъязвление 


г 
емин) в только что пол 
чена возможность наличия 


ре - весьма существен 
м. если исклю 
= крови. 

И обычно устанав, 
вые осмотром желудочного соде 
р бензидиновой пробы (СТР. 936), приче . 
ж дования берется прокипяченный нефильтрованный 

елудочный сок. 


не только не 


ливают 
но и с по- 


ржимого , 
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ОТКРЫТИЕ ЖЕЛЧИ В ЖЕЛУДОЧНОМ СОКЕ 


Желчь может попасть в желудочное содержимое вслед- 
ствие обратной перистальтики кишечника. О присутствии 
желчи обычно узнают по характерной травянистозеленой 
или желтой окраске желудочного сока. Желчные пигмен- 
ты определяют в нефильтрованном желудочном содержи- 
мом (стр. 251). 


9 


МОЧА 


Состав отдельных порций мочи колеблется в норме 
в довольно широких пределах. Однако измене- 
ние содержания ряда ингредиентов в суточной моче, а 
также появление заметных количеств патологических со- 
ставных частей, как, например, сахара, белка, желчных 
пигментов и др., характеризуют состояние здоровья боль- 
ного и являются важнейшим критерием для лечения!. 
Помимо воды, как введенной в организм извне, так и об- 
разовавшейся при окислении органических веществ, с Мо- 
цой выделяются продукты распада азотистых веществ, ми- 
неральные, различные лекарственные и другие вещества. 
Состав мочи человека при обычных условиях питания 
и работы приведен в табл. ХИ (ст. 344). 
Концентрация водородных ионов в моче колеблется 
в довольно широких пределах (от РН =5 рН =7), 
однако обычно свежевыпущенная моча человека имеет 
слабокислую реакцию на лакмус (рН около 6). 
При стоянии мочи реакция ее становится шелочной (раз- 
ложение мочевины под влиянием уреазы микроорганизмов 
с появлением аммиака). При катаррах мочевого пузыря да- 
же свежевыпущенная моча человека может иметь, щелоч- 
ную реакцию, благодаря действию уреазы бактерий на м 
чевину. 
сут количество мочи, выделяемое 
человеком, может колебаться В широких пределах, что ны 
висит от ряда условий, главным образом о ен + от 
жима. В среднем человек выделяет в сутки КЕ 
мочи. Обычно за норму принимают 1 500 мл дл = ый в 
и 1 200 мл для женщин. В патологических ель ая 
быть полное прекращение выделения Мочи (ры 


но изложены 
1 Химия мочи и методы ее исследования подроб 
В. С. Гулевичем в его книге «Анализ мочи». 
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уменьшенное выделение (олигурия) или повышенное 
выделение мочи (полиурия). 

При исследовании мочи часто хотят узнать не процент- 
ное содержание в ней какой-либо составной части, а коли- 
чество того или иного вещества, которое выделяется с мочой 
за сутки. Так как разные порции мочи имеют неодина- 
ковый состав, то естественно, что для анализа в этом слу- 
чае нужно собрать всю мочу за сутки. 

Для этого в определенное время (например, в 7 часов 
утра) исследуемый выпускает мочу. Эту мочу отбрасывают. 
В дальнейшем всю мочу собирают в чистый сосуд, в который 
добавляют немного толуола для антисептики. Последнюю 
порцию мочи собирают в 7 часов утра следующего дня. 
Собранную мочу заливают толуолом и хранят в холодном 
месте. 

В ряде случаев для анализа берут несколько отдельных 
порций мочи (утреннюю, вечернюю и т. п.), а для определе- 
ния легко разлагающихся веществ (ацетоуксусная кислота, 
витамин С и др.) — только свежевыпущенную мочу. 

Перед анализом исследуемую мочу необходимо тща- 
тельно перемешивать. 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ УДЕЛЬНОГО ВЕСА МОЧИ 


Удельный вес нормальной мочи при температуре 
15° составляет 1,010—1,095. : 

Определение удельного веса мочи имеет болышое диа- 
гностическое значение при сахарной болезни, нарушениях 
функции почек и ряде других заболеваний. Удельный вес 
мочи зависит также от количества потребленной воды. 

Определение обычно ведут с помощью специальных 
ареометров небольшого размера, которые называются у р о- 
метрами. Существует два типа урометров: для низкого 
удельного веса мочи (с делениями от 1,000 до 1,030) и для 
высокого удельного веса мочи (с делениями от 1,030 до 
1,060). Определение начинают с помощью урометра первого 
типа. Для этого исследуемую мочу наливают по стенке (во 
избежание образования пены) в цилиндр и ` осторожно 
погружают в нее урометр*. Производят отсчет, беря ту 
линию на шкале урометра, которая соответствует нижнему 
мениску. ^ ь ” ь 


1 Если пена все же образуется, ее снимают с помощью фильт- 
ровальной бумаги. 
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Если удельный вес мочи велик, то 
второй тип урометра. Все определе 
температуре 15°, так как шкала Ур 
градуируется на эту температуру. Если моча имеет другую 
температуру и привести ее к 15° почему-либо трудно, то на 
каждые 3” выше этой температуры нужно прибавить, а на 


[) 
каждые 3° ниже— убавить по 0,001 от показания шкалы 
урометра. 


для исследования берут 
ния ведутся обычно при 
ометров большей частью 


ИССЛЕДОВАНИЕ ЦВЕТА МОЧИ 


Моча обычно бывает желтого цвета различ- 
ных оттенков — от бледножелтого до красновато- 
желтого. Цвет нормальной мочи в основном зависит от со- 
держания в ней урохрома, наряду с небольшим коли- 
чеством уробилина, копропорфирина, уроэритрина и дру- 
гих пигментов. Интенсивность окраски обычно соответ- 
ствует удельному весу мочи. Исключение составляет диабет, 
когда моча при высоком удельном весе слабо окрашена, 
вследствие того, что пигмент разведен большим объемом мо- 
чи, удельный вес которой высок из-за содержания сахара. 
Если моча содержит кровяные пигменты, она бывает окра- 
шена в розоватый или коричневатый цвет; при содержании 
желчных пигментов — в зеленый или желто-коричневый. 
Окраска мочи может сильно изменяться при употреблении 
различных лекарственных и некоторых пищевых веществ. 
Так, после приема пирамидона моча обычно окрашена 
в красноватый цвет, после приема александрийского ли- 
ста — в зеленовато-желтый и т. д. 

Характеристику цвета мочи обычно дают в следующих 
выражениях: соломенножелтый, янтарножелтый, шафран- 
ножелтый, розовато-желтый, кроваво-красный, бурокрас- 
ный, бурый, зеленовато-бурый и т. п. 


ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОЗРАЧНОСТИ МОЧИ 


Свежевыпущенная нормальная моча обычно прозрачна; 
при стоянии в ней появляется небольшая муть в виде облач- 
ка, состоящего в основном из эпителиальных клеток, слизи 
и т. п. Щелочная моча бывает мутной чаще всего от осадка 
фосфатов кальция и магний-аммония, выпадающих в щелоч- 
ной среде. При подкислении эта муть исчезает. Моча, 
богатая мочекислыми солями, при отстаивании образует 
красноватый осадок, состоящий из кислого мочекислого 
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натрия. В некоторых патологических случаях моча человека 
выделяется из мочевого пузыря уже мутной. 

Характеристику прозрачности мочи обычно дают в сле- 
дующих выражениях: прозрачная, мутноватая, мутная 
и молочномутная. 


ИССЛЕДОВАНИЕ ЗАПАХА МОЧИ. 


Запах свежей мочи слабо ароматический, несколько 
напоминающий запах мясного бульона или свежих яиц. 
После употребления в пищу хрена или чеснока моча де- 
лается зловонной. При наличии большого количества аце- 
тоновых тел моче свойственен «плодовый» запах. Загнив- 
шая моча, подвергшаяся щелочному брожению, приобре- 
тает неприятный едкий запах аммиака. 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ РЕАКЦИИ МОЧИ 


Каплю мочи наносят на лакмусовую бумажку. Опреде- 
ляют кислотность мочи. Она может быть кислой, слабо- 
кислой, нейтральной, слабо щелочной или щелочной. 

Реакция мочи зависит от наличия в ней ряда 
органических и неорганических кислот и оснований. В зна- 
чительной мере активная реакция мочи определяется соот- 
ношением содержания «кислого» (МаН.РО,) и «щелочного» 
(Ма,НРО,) фосфатов. 

норме кислотность мочи зависит 
от пищи. При обычном питании моча человека имеет 
слабокислую реакцию (рН около 6). Мясная пища сдвигает 
реакцию мочи в кислую сторону (ацидоз), растительная— 
в щелочную (алкалоз). 

Ацидоз возникает вследствие того, что мясная пища бо- 
гата фосфатами и серой (в белках). Сера в процессе обмена 
окисляется до серной кислоты и в результате получается 
перевес кислотных остатков фосфорной и серной кислот над 
неорганическими катионами. Растительная пища, наоборот, 
содержит много неорганических катионов в виде солей орга- 
нических кислот. Так как последние окисляются в организме 
до углекислоты и воды, то в моче преобладают осно- 
вания. 

При подагре, диабете, лихорадоч- 
ных и других заболеваниях реакция мочи 
может сдвигаться в кислую сторону от присутствия недо- 
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% окисленны? ки ых р ганич еских д 

| г Ва, © [®) х сое И- 

ая нении (пр оду КТЫ распада тканевых белков, ацет оновые 
теле. и-Т, ТЕЛ 


КОЛОРИМЕТРИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ РН МОЧИ 
Наиболее точным методом 


к электрометрический ее о 

1 д. Достаточно точно 

ть. МОЖНО „онределить рН и колоримет рически 

аще. Е рядом стандартных растворов и специальными 

в приборами. Колориметрическое определение рН основано 

на том, что разные индикаторы меняют свою окраску при 

ре. разных рН (табл. [Х, стр. 342). РН мочи обычно не те 
дит за пределы от 4 до9. С учетом этого обстоятельства 
определение рН мочи с достаточной точностью для клини- 
ческих целей можно произвести без стандартных буферных 
растворов, добавляя к разведенной моче соответствующие 

зе. индикаторы, 

1: Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

у 2. Мерный цилиндр на 100 или 50 мл. 

да 3. Пипетка на 5 мл. 

Ни. Реактивы. 1. Бромкрезоловый зеленый, 0,1% рас- 

я твор в спирте. © Е 

г ох р красный, 0,1% раствор 

3. Бромтимоловый синий, 0,1% раствор 

ИТ в спирте. 

ы 4. Крезоловый красный, 0,1% раствор 

а в спирте. 

т 5. ева 0,5% раствор в спирте. 

6о- Ход работы 

ен 1. В мерный цилиндр наливают 10 мл мочи, добавляют 

СЯ дестиллированной воды до 50 мл и перемешивают содержи- 

нал мое. . 

от, | 2. В 5 пробирок наливают по 5 мл разведенной мочи. 

р 3. Добавляют в пробирки по 6 капель растворов следую- 

ме щих индикаторов: в первую пробирку — бромкрезолового 

0" зеленого, во вторую—ализарина красного, в третью — бром- 
тимолового синего, в четвертую — крезолового красного 

о ро и в пятую — фенолфталеина. ;: 

ой Встряхивают пробирки и по получившейся окраске, 

г пользуясь табл. 7, приблизительно определяют РН мочи. 
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18 Практикум по биологической химии 


Таблица 7 пр; 
Изменение окраски индикаторов в зависимости от РН вп 
Наименование Бес- Жел- | Оран- | Розо- | Крас- Зеле- точ 
индикатора а тый | жевый| вый | ный | ный | Синий инд 
‚нак 
В! 
Бромкрезоловый — 1До4,0 — — — |4,0— Выше Вот 
зеленый 5,6 5,6 уст’ 
Ализарин красный ак » 5,0] 5,0—| — Выше —^— — в 
6,8 6,8 бла 
Бромтимоловый = 6,0 — | — | — 16.0 Выше лен! 
синий 7,6 7,6 ; Сол! 
Крезоловый крас- — » 7,2 7,2—| — | Выше — — | 
НЫЙ 8,8 8,8 
Фенолфталеин . .| До8,3 | — — |8,3—| Выше! — — 
10,0 | 10,0 
] 
РЕАКЦИЯ НА ХЛОРИДЫ ром 
Человек выделяет с мочой в среднем 8—15 г хлористого | Е 
натрия в сутки. Это количество колеблется в зависимости - г 
от приема поваренной соли с пищей. Лихорадочные заболе- Е. 
вания, а также кахексия (например, при раке) вызывают за- рода 
держку хлоридов в организме. квас 
Хлориды в моче можно легко обнаружить по образова- 
нию характерного творожистого осадка хлористого серебра. 
Приборы. Штатив с пробирками. 
Реактивы. 1. Азотная кислота, 5% раствор. : 
2. Азотнокислое серебро, 1% раствор. раз 
Ход работы - 
К 1—2 мл мочи добавляют 0,5—1 мл разведенной азот- 
ной кислоты и 8—10 капель раствора азотнокислого сереб- 
ра. Осадок хлористого серебра указывает : 
на присутствие хлоридов в моче. Н. 


КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ХЛОРИДОВ В МОЧЕ 


Количество хлоридов в моче обычно определяют путем 


| осаждения ионов хлора избытком & 
в НЗОТ Нок соо обе б ран цю бралоноро Е. 
| титрования роданистым аммонием 


в присутствии железоаммонийных квасцов в качестве инди- 
катора — метод Фольгардта (см. также определение хлора 
в крови, стр. 246). 
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Так как моча обыч 
прямое титрование 

в присутствии хромово 
точные резу 
индикатора в кислой среде). Прекрасные результаты, од- 
нако, дает прямое титрование хлоридов 
не аз отно кило ртутью по методу 
Воточека с индикатором — нитропруссидом натрия. Не 


уступая методу Фольгардта в точности, метод Воточека, 
благодаря прямому титрованию, экономит время опреде- 


ления и заменяет дорогостоящее серебро более дешевой 
солью ртути. 


Но имеет с 
хлоридов  азотнокислым серебром 
метод Мора) дает не- 


Г. Метод Фольгардта 


Ионы хлора полностью осаждают титрованным раство- 
ром азотнокислого серебра в виде хлористого серебра: 


Мас -- А$МО, АзС1 -- Мам Оз. 


Избыток азотнокислого серебра оттитровывают раствором 


роданистого аммония при индикаторе— железоаммонийных 
квасцах; 


АЗМО, {+ МН.СМ№$- АеСМ$ + МН.МО.. 


Когда весь избыток ионов серебра осажден в виде нерас- 
творимого роданистого серебра (АёСМ№ 5), ионы родана об- 
разуют с железом красное (в разведенных растворах — 
оранжевое) родановое железо: 


ЗМНаС№ -- ЕеМН; ($0), Ее (С№)з + 2 (МН.):50.. 


Появление оранжевого окрашивания служит, таким об- 
разом, признаком конца титровавия. Количество хлористого 
натрия (или ионов хлора) в моче рассчитывают по количеству 
титрованного раствора азотнокислого серебра, пошедшего 
на осаждение ионов хлора. 

Приборы. 1. Бюретки, 2 шт. 

2. Пипетка на 10 мл. 

3. Пипетка на 50 мл. 

4. Пипетка на 2 мл. 
5. Мерная колба на 100 мл. 
6. Коническая колбочка для титрования, 
7. Воронка с фильтром. 
8. Сухой стакан или колбочка. 
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Реактивы. |. Азотнокислое серебро, 0,171 н. рас- 
твор (1 мл такого раствора соответ. 
ствует 0,01 г хлористого натрия) (при- 
готовление см. стр. 321, п. 9). 

. Роданистый аммоний, 0,171] н. раство 
(приготовление см. стр. 331, п. 52). 

. Железоаммонийные квасцы, 30% рас- 
твор, обесцвеченный азотной кислотой 
до слабо желтой окраски (8—10 мл 
концентрированной азотной кислоты 
на 100 мл раствора). 


Ход работы 


1. В мерную колбочку отмеривают 10 мл исследуемой 
мочи и добавляют около 2 мл раствора железоаммонийных 
квасцов. 

2. Из бюретки при помешивании приливают раствор 
азотнокислого серебра. Достигнув полноты осаждения, 
прибавляют небольшой избыток раствора. Общее количество 
титрованного раствора азотнокислого серебра должно быть 
точно отмерено (обычно 20—25 мл). 

3. При помешивании, чтобы предотвратить образование 
` пены, доводят объем жидкости в мерной колбе водой до мет- 
ки, тщательно перемешивают и отфильтровывают от осадка 
в сухой стакан (или колбочку) через сухой фильтр. 

4. Отмеривают 50 мл фильтрата в колбочку для титро- 
вания и оттитровывают избыток азотнокислого серебра 
раствором роданистого аммония до появления неисчезаю- 
щего оранжевого окрашивания. 

Рассчитывают содержание хлористого натрия в моче 
в процентах. 

Допустим к 10 мл мочи было добавлено 20 мл раствора 
азотнокислого серебра. На обратное титрование избытка 
азотнокислого серебра в 50 мл фильтрата (что соответствует 
5 мл мочи) пошло 2,4 мл раствора роданистого аммония. На 
100 млфильтрата (10 мл мочи) ушло бы 2,4 х2=4,8 мл рода- 
нистого аммония. Таким образом, на осаждение хлоридов 
в 10 мл мочи потребовалось 20,0—4,8 = 15,2 мл титрован- 
ного раствора азотнокислого серебра. Поскольку 1 мл этого 
раствора соответствует 0,01 г хлористого натрия, то 10 мл 
мочи содержат 0,152 г МаС. Отсюда процентное содержа- 
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ние хлористого натрия в исследуемой 
1,52%. Учитывая суточное 
вычислить и выделение х 


моче составляет 
количество мочи, нетрудно 
лористого натрия с мочой за сутки, 


П. Метод Воточека 


Хлориды в моче оттитровывают раствором азотнокислой 
ртути в присутствии азотной кислоты и нитропруссида нат- 
рия. При этом ионы хлора связываются в виде слабо диссо- 
циированной хлорной ртути (сулемы): 


2Мас! -- Ня (МО,)› > НэСШь -- 2МаМО.. 


Пока ионы ртути связаны в виде хлорной ртути, они не 
могут реагировать с нитропруссидом. Когда все хлориды 
перейдут в ртутную соль, свободные ионы ртути образуют 
осадок нитропруссида ртути, что и является концом титро- 
вания: 


Нз (№0), Маз Ее (С№;№0]-> Н&[Е(СМ)М№О] + 2МамО,. 


Приборы. 1. Воронка с сухим фильтром. 
2. Сухая колбочка или стакан. 
3. Бюретка. 
4. Пипетка на 5 мл. 
5. Пилиндр на 50 мл. 
6. Цилиндр на 5—10 мл. 
7. Коническая колбочка для титрования 
на 100—150 мл. 
Реактивы. 1. Ртуть азотнокислая окисная, О,|н. 
раствор (приготовление см. стр. 332, 
ШСЗ — 
2. Нитропруссид натрия, 30% раствор. 
3. Азотная кислота, концентрированная. 


Ход работы 


1. Небольшую порцию исследуемой ыы отфильтро- 
вывают через сухой фильтр в сухую кол не мае 
2. В колбочку для титрования отмеривают о № ль 
трованной мочи, добавляют 2—8 мл а -ь 
ной кислоты и 3—4 капли раствора ен ы ый 
3. Пробу оттитровывают (титровать вены ея: 
фоне) раствором азотнокислой ртути до образ й 
не исчезающей в течение минуты, Е 


Рассчитывают содержание хлористого натрия (или иона 
хлора) в моче. | мл 0,1 н. раствора азотнокислой ртути. 
связывает 0,00355 г хлора, что соответствует 0,00585 т 
хлористого натрия. Таким образом, если, например, на ти- 
трование 5 мл мочи ушло 12,85 мл раствора азотнокислой 
ртути, то в них содержится: 12,85 Х0,00585=0,075 г хлори- 
стого натрия, или 12,85 х 0,00355 — 0,045 г хлора. 


Отсюда процентное содержание хлористого натрия 
я 0,075 . 
в исследуемой моче составляет: -? 2 Е 15%, а 


процентное содержание хлора, соответственно: 


0,045 . 100 


5 = 0,9%. 


РЕАКЦИЯ НА СУЛЬФАТЫ 


В среднем человек выделяет в сутки около 2,5 г сульфа- 
тов. Сернокислые соли в моче образуются главным образом 
за счет окисления серы аминокислот: 
цистина, цистеина и метионина, посту- 
пающих в организм в составе белков пищи. Повышенное 
выделение сульфатов с мочой обычно бывает связано с аци- 
Дозом. Е 

Помимо неорганических сульфатов, часть серной кис- 
лоты выделяется с мочой в виде так называемых эфиро- 
серных кислот, т. е. эфиров серной кислоты с фе- 
нолом, крезолом, индоксилом и другими продуктами бак- 
териального разложения аминокислот в кишечнике 
(стр. 299). Эфиро-серные кислоты образуются в печени и в 
значительной мере нейтрализуют ядовитое действие продук- 
тов гниения. Некоторая часть серы не окисляется в организ- 
ме до сульфатов и выделяется с мочой в виде так называе- 
мой «нейтральной сер ы».в составе различных 
соединений. 

Сульфаты в моче можно обнаружить но образованию осад- 
ка Ва5О, под действием хлористого бария в присутствии 
соляной кислоты. 


Приборы. Штатив с пробирками. 
Реактивы. 1. Соляная кислота, 5% раствор. 
2. Хлористый барий, 5% раствор. 
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Ход работы 


К 1—2 мл мочи добавляют 0,5—1 мл разведенной соля- 
ной кислоты и 8—10 капель раствора хлористого бария 
Образование мелкого кристаллического осадка ВаЗО ука- 
зывает на присутствие солей серной кислоты. ` 


РЕАКЦИЯ НА ФОСФАТЫ 


Человек выделяет с мочой в сутки около 2,5 г РзО; 
в виде фосфатов. Фосфаты мочи происходят главным обра- 
зом из сложных белков (нуклеопротеи - 
дов и фосфоп ротеидов), атакже из фосфатидов 
и некоторых других пищевых веществ, содержащих фосфор. 
Повышенное выделение фосфатов с мочой обычно имеет 
место при обильной белковой пище и, так же как ив случае 
сульфатов, бывает связано с ацидозом. 

Фосфаты щелочноземельных металлов выпадают в оса: 
док при подщелачивании мочи и могут быть обнаружены 
по реакции с молибденовокислым аммонием. Фосфаты щелоч- 
ных металлов открывают в фильтрате путем осаждения маг- 
незиальной смесью. : 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Пипетка. 
3. Воронка с фильтром. 
Реактивы. 1. Аммиак, концентрированный раствор. 
2. Азотная кислота, 5% раствор. 
3. Молибденовокислый аммоний, раствор 
вазотной кислоте (приготовление см. 
стр. 325, п. 20). 
4. Магнезиальная смесь (приготовление 
см. стр. 325, п. 19). 


Ход работы 


1. В пробирку наливают 3—5 мл мочи и добавляют 
2—3 капли раствора аммиака. Выпадает осадок, состоящий 
из фосфорнокислого кальция и двой- 
ного фосфата магния и аммония. Осадок 
отфильтровывают и сохраняют фильтрат. (см. п. 4). ы 

2. Отфильтрованный осадок промывают один раз водой 
и растворяют на фильтре в. 1—2 мл азотной кислоты, соби- 
рая фильтрат в пробирку. 

3. К азотнокислому раствору добавляют около 1 мл рас- 
твора молибденовокислого аммония и нагревают. Выпадает 
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желтый осадок фосфорномолибденовокис. 
лого аммония. 

4. К 1—2 мл аммиачного фильтрата (п. 1), содержащего 
фосфаты натрия и калия, добавляют 5—6 капель магнези- 
альной смеси. Выпадает кристаллический осадок двой- 


ной фосфорнокислой соли магния 
аммония. 


КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА БЕЛОК В МОЧЕ 


Нормальная моча практически не содержит белка. В дей- 

еются следы белка, которые не откры- 

ваются обычными реакциями, применяемыми в клиниче- 

ской лаборатории. В ряде патологических случаев в моче 

может появиться заметное количество белков, начиная 

с долей грамма до 95 гв сутки. Такое выделение белка 
с мочой называется альбуминурией. : 

Различают почечную (или истинную) аль- 
буминурию и случайную (или ложную) аль- 
буминурию. При истинной альбуминурии белок попадает 
В мочу в почках. Это указывает чаще всего на заболевание 
почек или иногда на некоторые формы повышенного кровя- 
ного давления. В этих случаях в моче обычно появляются 
сывороточный альбумин и сывороточный глобулин. 

Случайная альбуминурия имеет место при попадании 
в мочу слизи, крови, гноя и т. п. не из почек. 

Цветные реакции мало пригодны для обнаружения белка 
в моче, так как нормальная и патологическая моча содержит 
ряд веществ, мешающих этим реакциям. 

Для обнаружения в моче белков обычно применяют три 
реакции на их осаждение: 1) проба кип ячением, 
2) осаждение крепкой азотной кисло- 
той и 3) осаждение сульфосалицило- 
вой кислотой. 

Проба кипячением основывается на свертывании белков 
в присутствии достаточного количества нейтральной соли, 
при нагревании в слабокислой среде (стр. 28) : 

Приборы. 1. Штатив с пробирками. 

2. Воронка. 
3. Пипетки. 

Реактивы. 1. Уксусная кислота, 2% раствор. 

2. Хлористый натрий, насыщенный рас- 
твор. 


< 


и 
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ыы ом кислота, концентрированная. 
. Сульфосалициловая кислота, 20% рас- 
твор. 


5. Моча, содержащая белок. 


Ход работы 
1. Проба кипячением 


еледуеой м нае пРофильтрованной 
: ‚моча щелочная, то ее предваритель- 
но подкисляют уксусной кислотой до слабокислой реакции. 

2. Добавляют 0,5—1 мл раствора хлористого натрия 
и нагревают верхнюю часть пробирки. 

3. Как только верхний слой жидкости начнет кипеть, 
прекращают нагревание и добавляют 2—3 капли раствора 
уксусной кислоты. Появление осадка, не. растворяющегося 
при прибавлении кислоты, указывает на присутствие в ис- 
следуемой моче белка. 

При кипячении мочи, даже имеющей слабокислую реак- 
цию, может выпасть осадок фосфорнокислых или углекис- 
лых солей щелочноземельных металлов. Эти осадки, в от- 
личие от белка, растворимы при добавлении уксусной кис- 
лоты. Е 


П. Проба с концентрированной азотной кислотой 


В пробирку наливают 1—2 мл концентрированной азот- 
ной кислоты и осторожно наслаивают на кислоту 1—2 мл 
профильтрованной исследуемой мочи. При наличии белка 
на самой границе двух жидкостей появляется мутный белый 
слой, называемый обычно кольпом. Если белка в моче мало, 
то кольцо образуется не сразу, а через 2—4 минуты. 

Проба с азотной кислотой более чувствительна, чем 
проба кипячением, и открывает до 0,0033% белка. 

Цветные, но прозрачные кольца на границе могут Ся 
явиться от изменения мочевых или желчных тов 
под влиянием азотной кислоты. Моча, ее - 
мочевой кислоты, дает кольцо, которое полу 


Й а несколько выше. Мо- 
отной кислоты и мочи, : 
не ожет дать осадок, состоящий из 


ча, богатая мочевиной, м [ 
плохо растворимой азотнокислой мочевины. Такое колыю 


Й о. 
имеет кристаллический вид, аа 
и мочу 
Если при повторении реакци 
сти До то кольца от мочевины не получится. Наконец, 
) 
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слабо заметная муть может получиться от осаждения муци- 
на мочи. Такая муть располагается не на границе моча—азот- 
ная кислота, а выше и не так резко ограничена. 


Ш. Проба с сульфосалициловой кислотой 


В пробирку наливают 2—3 мл прозрачной слабокислой 
или кислой мочи и добавляют 5—6 капель раствора суль- 
фосалициловой кислоты. Появление осадка или мути ука- 
зывает на присутствие белка. 

Проба с сульфосалициловой кислотой очень часто при- 
меняется в клинике. Она принадлежит к наиболее чувстви- 


тельным реакциям и открывает белок при содержании до 
0,0015% его в моче. 


КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКА 


При исследовании мочи на количественное содержание 
в ней белка обычно пользуются методом Стольникова. 
Этот метод основан на экспериментально установленном 
факте, согласно которому, если при взаимодействии слоя 
крепкой азотной кислоты и слоя мочи образование белкового 
кольца произойдет между 2-й и 3-й минутами, то в данной 
моче содержится приблизительно 0,0083% белка!. 
Приготовляют порции различно разведенной исследуе- 
мой мочи. С каждой порцией проделывают реакцию с азот- 
ной кислотой и отмечают разведение, при котором белковое 
кольцо получается между второй и третьей минутами. 
Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Воронка. 
3. Пипетки. 
4. Бюретка. 
Реактивы. 1. Азотная кислота, концентрированная. 
2. Моча, содержащая белок. 


Ход работы 


1. В 5 пробирок наливают по 2 мл дестиллированной 
воды. В первую пробирку приливают 2 мл исследуемой про- 
фильтрованной мочи, перемешивают содержимое и2 = сме- 
си переносят во вторую пробирку и т. д. Из пятой пробирки 
2. мл смеси выливают. Таким образом, получается разве- 
дение мочи в 2, 4, 8, 16 и 32 раза. 


1 Т.е. 0,033% „Х(рго п Ше), так как содержание белка в моче 
обычно выражают_в граммах на 1 000 мл. 
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1, 


у 


2. С содержимым каждой < 
цию с азотной кислотой, От РОдельвакл а 
пробирке, где реакция появления ты м 
место между второй и третьей минутами не - 
„Допустим, что белковое кольцо получилось между 
вой и второй минутами в пробирке с мочой них 
в8 раз, а между третьей и четвертой минутами—в барк 
с мочой, разведенной в 16 раз. Это значит, что нужное ме. 
ведение находится где-то между разведением в 8 и 16 — 
Это разведение затем устанавливают, разводя мочу в 10, 
12 ит. д. раз и повторяя пробу с азотной кислотой. 
Результаты анализа выражают вграммах белка 
на 1000 мл (1 л) мочи (промилле). Для этого найденное 
разведение мочи умножают на 0,033. 


КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА САХАР _В МОЧЕ 


В нормальной моче всегда находится глюкоза в незначи- 
тельных количествах (около 0,02%), которые нельзя обна- 
ружить обычными реакциями, применяемыми при исследова- 
нии мочи. После обильного принятия сахара в пищу количе- 
ство глюкозы в моче. может кратковременно увеличиться 
(пищевая глюкозурия). Длительное выделение глюкозы 
с мочой говорит о патологической глюкозурии. Последняя 
может зависеть, с одной стороны, от заболевания почек, 
а с другой — от диабета. 

Качественно глюкозу в моче можно открыть с помощью 
реакций восстановления металлов 
(Троммера, с фелинговой жидкостью и Ниландера), полу- 
чением глюкозазона или пробой на брожение. Реакции 
Троммера и Ниландера являются наиболее употребитель- 
ными для открытия глюкозы в моче. 

Следует, однако, отметить, что восстанавливать медь 
в моче может не только сахар, но и другие соединения (мо- 
чевая кислота, креатинин, глюкуроновая кислота и др.). 
Вследствие этого реакции Троммера ис фелинговой жидко- 
стью недостаточно специфичны, в особенно- 
сти при неточном их проведении. Проба на броже- 
ние — вполне доступная и в то же время верная реакция 

на открытие глюкозы в моче. Эта проба более специфична для 
глюкозы, так как Дает возможность отличить глюкозу не 
только от восстанавливающих веществ неуглеводной 
природы, но и ©Т сахаров, неспособных к брожению, 
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например, от пентоз, которые могут попасть в мочу при со- 
ответствующем питании. С фруктозой и некоторыми другими 
сахарами проба на брожение дает положительную реакцию 
но фруктоза и другие сахара (кроме глюкозы) редко встре. 
чаются в моче. 

Фруктоза и пентоз ы, кроме того, могут быть 
в в моче при помощи специальных реакций 
стр. : 


15 Реакции восстановления металлов 


При обнаружении сахара реакциями восстановления 
металлов (стр. 128) наличие в моче белка мешает реак- 
ции, так как он образует комплекс с ионами металлов, а 
при кипячении может действовать как восстановитель. 
Вследствие этого в случае обнаружения в моче белка его 
сначала осаждают кипячением с уксусной кислотой, затем 
мочу фильтруют и делают реакции на сахар в фильтрате. 

Приборы. Штатив с пробирками. 

Реактивы. 1. Едкий натр, 10% раствор. 

. Сернокислая медь, 5% раствор. 
. Фелингова жидкость (приготовление 
-см. стр. 333, п. 59). 


. Реактив Ниландера (приготовление 
см. стр. 331, п. 49). 
. Моча, содержащая глюкозу. 


Ход работы 


1. Проделывают реакцию Троммера с 1—2 мл исследуе- 
. мой мочи, беря ее вместо раствора глюкозы (стр. 131). 
Производя эту реакцию с мочой, следует учесть, что при 
продолжительном кипячении медь может быть восстанов- 
лена под действием мочевой кислоты и некоторых других 
соединений. Поэтому нагревают верхнюю часть содержимого 
пробирки только до закипания. Реакцию на глюкозу счи- 
тают положительной при появлении желтого осадка гидра- 
та закиси меди или красного осадка закиси меди не позже 
чем через минуту после прекращения нагревания. 
2. С другой порцией мочи аналогичным образом произ- 
водят реакцию с фелинговой жидкостью (стр. 132). 
3. С третьей порцией мочи проделывают реакцию Нилан- 
дера (стр. 132). 
В отличие от меди висмут не восстанавливается моче- 
вой кислотой; поэтому реакция восстановле- 
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< 


НИЯ Висмута боле 


3 Сспецифи | 
обнаружения сахара в моче, чем реакции %. ен 
— сстановления 


П. Проба на брожение 


Приборы. 1. Броди; 7б 
р Родин трубки (рис, 12, стр. 149), 


. Ступка с пестиком. 

. Стаканы, 2 шт. 

- Мерный цилиндр. 

. Термостат. 

. Термометр. 

Едкий натр, 10% раствор. 

Дрожжи свежие. 

. Глюкоза, 0,5% раствор. 

. Виннокаменная кислота, 1% раствор. 
. Моча, содержащая глюкозу. 


Реактивы. 


дню = сл «м 


Ход работы 


1. Кипятят, а потом охлаждают около 100 мл исследуе- 
мой мочи. Этим достигают разрушения в моче ферментов 
и микроорганизмов. 

2. Растирают небольшой кусочек дрожжей с 2—3. мл 
прокипяченной и охлажденной мочи; полученную массу 
смывают в стакан 30 мл той же прокипяченной и охлажден- 
ной мочи и добавляют раствор виннокаменной кислоты до 
кислой реакции на лакмус (стр. 148). 

3. Наливают содержимое стакана в бродильную трубку 
таким образом, чтобы закрытое колено трубки было полно- 
стью заполнено, а в широкой части трубки оставалось не- 
которое количество жидкости. 

4. Заполняют еще две бродильные трубки в качестве 
контроля: на сбраживающую силу дрожжей и на содержа- 
ние сахара в дрожжах. Для этого одну пробу ставят так же, 
как это указано выше, но вместо мочи берут подкисленный 
раствор глюкозы, а в другой пробе вместо мочи или раство- 
ра глюкозы берут подкисленную виннокаменной кислотой 

оду. 
жи и ы часа (в зависимости от активности 
дрожжей) все три заполненные бродильные трубки в термо- 
стат при 30—35°. 


6. Если в исследу 
творяли требованиям, то наблюдаю 


емой моче был сахар и дрожжи удовле- 
т появление газа в закры- 
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том колене бродильной трубки, которая была заполнена 
мочой. Чтобы Убедиться в том, что газ, образовавшийся 
В трубке с мочой, есть углекислый газ, поступают согласно 
описанию на етр. 150—п, 9 

В двух контрольных трубках при наличии доброкачест. 
венных дрожжей наблюдают: в трубке с глюкозой — обра- 
зование углекислого газа, в трубке с дестиллированной во- 
дои— отсутствие образования газа или появление ничтожно. 
го пузырька газа. 


Ш. Проба с фенилгидразином 


Проба на получение озазона очень специфична для обна- 
ружения сахара в моче и находит широкое применение в КЛИ- 


озазон, что и глюкоза) (стр. 132 и рис. 10). 
Получают озазон (стр. 134), беря мочу содержащую 
сахар, вместо раствора глюкозы. 


ТУ. Обнаружение фруктозы в моче 


Фруктозу обнаруживают в моче при помощи пробы Се- 
ливанова (стр. 135). 

Фруктоза появляется в моче очень редко и встречается 
главным образом при обильном попадании этого сахара 
в пищу в случаях недостаточной функции печени или при 
диабете. 


ническом анализе мочи бывает важно отличить пентозурию 

от глюкозурии, что достигается реакциями на пентозы и 

пробой на брожение (см. выше), так как пентозы не бродят. 
КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ САХАРА В МОЧЕ 


При глюкозурии в особенности при заболевании диабе- 
том для диагноза и прогноза. важно учитывать количество 
выделяемой глюкозы с мочой. Количество сахара в моче 
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обычно определяют путем тит рован 
вой жидкостью. Еще чаще по 
риметрическим методом. 


ия фелинго- 
льзуются ПОЛЯ- 


1. Титрование сахара в моче фелинговой жидкостью 


Содержание сахара в моче можно определить путем ти- 
трования фелинговой жидкостью. Благодаря тому что 
окисная медь находится в фелинговой жидкости в виде 
комплексного соединения с сегнетовой солью, при кипяче- 
нии не образуется черного осадка окиси меди, мешающего 
реакции (стр. 131). Окисная медь, содержащаяся в | мл 
фелинговой жидкости, может быть восстановлена 5 мг глю- 
козы; поэтому по количеству мочи, восстанавливающей опре- 
деленное количество фелинговой жидкости, можно опреде- 
лить содержание сахара в моче. 

Приборы. 1. Коническая колбочка для титрования 

на 100—150 мл. 
2. Цилиндр на 100 мл. 
3. Пипетка на 10 мл. 
4. Бюретка. 

5. Стакан химический на 200 мл. 
Реактивы. 1. Фелингова жидкость (приготовление 
см. стр. 333, п. 59). 

2. Моча, содержащая глюкозу. 


Ход работы : 


1. Исследуемую мочу разводят точно в 5 или в 10 раз. 
Ополаскивают и заполняют бюретку разведенной мочой. 

2. В коническую колбочку отмеривают 10 мл фелинго- 
вой жидкости, разбавляют ее 30—40 мл дестиллированной 
воды и нагревают до кипения. 

3. Оттитровывают горячий раствор, продолжая подо- 
гревать его, разведенной мочой до исчезновения синей 
окраски. 

При титровании разведенную мочу приливают неболь- 
шими порциями, каждый раз снимая колбу с огня и давая 
отстояться образующемуся оранжевому или красному 
осадку закиси меди. Если надосадочная жидкость становит- 
ся едва заметно голубоватой, то добавляют еще 0,1 мл раз- 
веденной мочи и, если произошло полное обесцвечивание, 
берут среднее арифметическое из двух последних отсчетов 
по шкале бюретки. 
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По количеству разведенной мочи, пошедшей на титро- 
вание, вычисляют содержание в ней сахара. Например, 
если на титрование 10 мл фелинговой Жидкости пошло 
6,9 мл мочи, разбавленной в 10 раз, что соответствует 0,69 мл 
неразведенной мочи, то, учитывая что 1 мл фелинговой 
жидкости восстанавливается 5 мг сахара, 0,69 мл мочи 
содержит 10 х 5 = 50 мг — 0,05 г сахара, откуда про- 
центное содержание сахара в моче: 


0,05. 100 


П. Определение содержания сахара в моче 
поляриметрическим методом 


Поляриметрический метод основан на свойстве глюкозы 
вращать плоскость поляризации света, 
ля исследования мочи имеются очень удобные специаль- 

ные поляриметры (сахариметры), которые 


: Трубка по- 
Рис. 36. Поляриметр (сахариметр). ляриметра. 


с удовлетворительной точностью прямо показывают процент- 
ное содержание глюкозы в моче. Поляриметр простого се 
ройства изображен на рис. 36. Поляриметр снабжен ты 
циальными трубками (рис. 37). При определении их 
для удобства расчета обычно пользуются трубками РЕ 
1,894 и 0,947 дм. Источником света служит горелка 
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Фот 


ристым натрием или натриевая 


ь лампа, да 
тический свет натриевого пла › дающие монохрома- 


мени. 
Свет поляризуется в пол 


дит через трубку, 


р 7. Поле] зре- 
разделенно- 


о устанавливают н;у- 
го вкладывают в при- 
анной водой; устанав- 
азделяющая поле зре- 
далее, вращая диск 2, 
обе половины поля 


левую точку прибора. Для это 
бор трубку, наполненную дестиллиров 
ливают окуляр 7 так, чтобы линия, р 
ния пополам, была видна отчетливо, и 
добиваются положения, при котором 
зрения освещаются одинако- 
во, что и будет нулевой точ- 
кой прибора. Если нулевая 
точка прибора не совпадает 
с нулем диска, то отмечают 
полученную разницу. 

Отсчет показаний диска Рис. 38. Нониус. 
как при установке нулевой 
точки, так и при измерении угла вращения производится с 
помощью нониуса 3, который показывает десятые доли 
градуса. На рис. 38 диск смещен вправо. Нуль неподвижно 
закрепленного нониуса находится между 3-м и 4-м делени- 
ями, и, таким образом, угол вращения составляет + 3? с до- 
лями. Число десятых долей соответствует тому делению 
нониуса, которое совпадает с делением диска. На приведен- 
ном рисунке — это 4-е деление нониуса. Таким образом 
отсчитывают -3,4®. 

Если ме прибора лежит слева от т р 
полученную разницу при исследовании мочи (и воо ки 
творов глюкозы и других правовращающих соединен, 
прибавляют к найденному числу ры ая 
же нулевая точка прибора сдвинута вправо, то полученну 

ановив диск на нулевую 

разницу вычитают. Если, уст ОИЧЕСКИ ак 

точку, далее наполнить трубку тЫ ны 
тивного вещества (например, глюкозы), то обе п 

енными неодинаково и для 

зрения прибора станут уже освещ ноъбхолямо будет 

восстановления равномерности Е ный угол. При 

повернуть диск на ше правовращаю- 

исследовании растворов глюкозы (ив > 


19 практикум по биологической химии 


щих веществ) одинаковое освещение обеих половин поля 
зрения достигается вращением диска по ходу часовой 
стрелки. Когда такое положение будет найдено, производят 
по шкале отсчет угла вращения в градусах. 

Если для анализа взята трубка длиной в 1,894 Дм,то про- 
центное содержание сахара численно равно величине угла 
вращения в градусах. Если взята трубка длиной 0,947 дм, 
то число градусов нужно умножить на два. Такая легкость 
вычисления объясняется тем обстоятельством, что содер- 
жание сахара вычисляют по формуле: 


100 « 


где А — процентное содержание сахара. а— угол враще- 
ния в градусах, [— длина трубки в дециметрах, 52,8— 
удельное вращение глюкозы. 

Если длина трубки равна 1,894 дм, то формула примет 


ВИД: 
Она АЗЗВЮНих 
` -13894559.8: — 100% 


т. е. процентное содержание глюкозы в растворе численно 
равно углу вращения в градусах. 

Так как окраска мочи мешает определению, то мочу 
предварительно обесцвечивают при помощи уксуснокисло- 
го свинца, который адсорбирует красящие 
вещества мочи. Мочу (в особенности если она ще- 
лочная) слегка подкисляют, так как иначе свинец может 
выпасть в осадок и частично осадить также и сахар. 

Приборы. 1. Поляриметр (сахариметр). 

2. Стаканы, 9 шт. 

3. Воронка с фильтром. 

4. Мерные цилиндры. 

1. Уксусная кислота, концентрирован- 
ная. 

2. Уксуснокислый свинец, 10% раствор. 

3. Лакмусовая бумажка. 

4. Моча, содержащая глюкозу. 


Реактивы. 


Ход работы 


1. Определяют реакцию мочи лакмусовой бумажкой. 
Если моча щелочная, ее подкисляют несколькими каплями 
уксусной кислоты до кислой реакции на лакмус. 
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2. Измеряют объем мочи. Добавляют к ней 
уксуснокислого свинца в количестве 0,] объема 
фильтруют (для обесцвечивания). 

Наполняют трубку (длиной в 1,894 дм) полученным 
фильтратом и определяют угол вращения. Полученную 
цифру умножают на 1,1 (учитывая разведение мочи уксус- 
нокислым свинцом) и получают процент глюкозы в моче, 

Если для исследования пользуются трубкой длиной не 
1,894 дм, а 0,947 дм, то полученный результат умножают 
на 2. Если исследуемая моча содержит белок, то последний 
предварительно удаляют кипячением и фильтрованием 
мочи, так как растворы белка вращают влевот. 


раствор 
мочи и 


РЕАКЦИИ НА АЦЕТОНОВЫЕ ТЕЛА В МОЧЕ 


Ацетоновые тела: В-оксимасляная кислота, ацето- 
уксусная кислота и ацетон появляются в моче при нару- 
шениях жирового или углеводного обмена, в частности, 
при диабете, а также при голодании и неправильном ре- 
жиме питания. 

Обнаружение ацетоновых тел в моче при клиническом 
исследовании имеет болыпое диагностическое значение, 
так как дает возможность установить нарушение обмена 
веществ и неправильный пищевой режим. 

При диабете такого рода исследования мочи особенно 
важны не только. для диагностики заболевания, но и для 
контроля эффективности лечения. 

Нормальная моча содержит незначительные 
количества ацетоновых тел, которые не выяв- 
ляются обычными реакциями. При по- 
вышенном содержании ацетоновых тел в моче их открывают 
реакциями, описанными на стр. 111. 

При исследовании мочи необходимо учитывать, что проба 
с хлорным железом на ацетоуксусную кислоту малочув- 


1 В ряде случаев в моче возможно присутствие и других лево- 
вращающих соединений, например, молочного сахара, НЯ 
8-оксимасляной кислоты и; др. Это обстоятельство может обуслов- 
ливать ряд ошибок при! количественном определении веков 
в моче с помощью поляриметра. Чтобы избежать этих ошибок, м 
исследуют в поляризационном аппарате как К ы — Е. 
и после брожения и обработки уксуснокислым свинцом. и — 
тате брожения глюкоза разрушается, а левовращающие —. 
остаются (за исключением редко встречающейся в занай 2! 
которая тоже бродит). Найденные в обоих случаях вел 
дывают. 
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ствительна, и отрицательные результаты пробы лишь озна. 
чают, что в исследуемой моче ацетоуксусной — кислоты 
меньше 0,05%. С другой стороны, такое же окрашивание 
может получиться при приеме некоторых лекарственных 
веществ; в особенности салициловых препаратов, аспирина, 
салола и др. При положительной реакции с хлорным же- 
лезом необходимо поэтому поставить проверочную пробу. 
Для этого; мочу кипятят 2 минуты, охлаждают, фильтруют 
и далее ставят соответствующую реакцию. Так как аце- 
тоуксусная кислота при кипячении разрушается, то после 
кипячения реакция не должна получаться или должна быть 
значительно слабее. 


Обнаружение малых количеств ацетона в моче 


Более чувствительным способом обнаружения ацетоновых 
тел в моче является отгонка ацетона из неболыной 


Рис. 39. Прибор для отгонки ацетона. 


порции мочи и открытие ацетона в отгоне. В этом случае 
ацетоуксусная кислота разрушается, давая ацетон: 


СНСОСНЬСООН > СН, СОСН, + СО.. 


Ацетон отгоняется с первыми порциями дестиллата. 
Концентрация ацетона в отгоне, таким образом, значи- 
тельно выше, чем в моче. Кроме того, при наличии 
в моче спирта, который также образует иодоформ под дей- 
ствием иода (стр. 149), в отгон попадает лишь ничтож- 
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ное количество спи 
специфичной. 


Приборы. 1. Прибор для отгонки ацетона (рис. 39). 
2. Кусочки прокаленного фарфора. 
реактивы й Моча, содержащая малые количе- 
ства (0,01 — 0,05%) ацетона. 
. Каприловый (октиловый) спирт. 
. Вдкий натр, 10% раствор. 
. Раствор иода в иодистом калии (при- 
готовление см. стр. 329, п. 39). 
. Нитропруссид натрия, 10% раствор, 
свежеприготовленный. 
. Уксусная кислота, концентрирован- 
ная. 
. Аммиак, концентрированный рас- 
твор. 


Ход работы 


1. В колбочку прибора для отгонки ацетона (рис. 39) 
наливают 8 — 10 мл исследуемой мочи и помещают туда 
же 2 —3 кусочка прокаленного фарфора. 

2. Закрывают колбочку пробкой с отводной трубкой, 
которая погружена в пробирку, находящуюся в бане 
с водой и льдом (или снегом). Осторожно нагревают кол- 
бочку на слабом огне, кипятят мочу и собирают первые 
1—2 мл отгона. - 

Если моча при кипячении пенится, то добавляют к ней 
каплю октилового спирта. В этом случае отгон может быть 
мутным, что не мешает дальнейшему ходу работы. 

3. С полученным отгоном проделывают реакции на обра- 
зование иодоформа и с нитропруссидом (стр. 113). 


рта и проба на ацетон становится более 


КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА КРОВЯНЫЕ ПИГМЕНТЫ 
В МОЧЕ 


Различают появление в моче собственно крови 
(гематурия) и кровяных пигментов (ге 
моглобинурия). Кровь в моче появляется при забо- 
леваниях почек и при повреждении мочевыводящих пу- 
тей. Гемоглобинурия может иметь место при ряде забо- 
леваний, связанных с гемолизом. В обоих случаях 
кровяные пигменты открывают химическими реакциями. 
При гематурии, в отличие от гемоглобинурии, микроско- 
пическим исследованием обнаруживают эритроциты. 


293 


Кровяные пигменты в моче открывают кипячением со 
щелочью. При этом выпадает осадок фосфатов, захватыва- 
ющий гемохромоген, образующийся из кровяного пигмента, 
Отстоявшийся осадок бывает буроватого цвета. 

Помимо этого, применяют также гваяковую и бензи- 
диновую пробы (стр. 235 и 236). 

Приборы. Штатив с пробирками. 

Реактивы. 1. Едкий натр, 10% раствор. 

2. Гваяковая смола, свежеприготов- 
ленный раствор (приготовление 
см. стр. 322, п. 10). 

. Перекись водорода, 3% раствор. 

. Уксусная кислота, 2% раствор. 

. Бензидин, 5% раствор в ледяной 
уксусной кислоте, свежеприготов- 
ленный. 

6. Моча, содержащая кровь. 


сл +> © 


Ход работы 
Г. Кипячение со щелочью 


Наливают в пробирку 4 —5 мл нефильтрованной ис- 
следуемой мочи, добавляют 5 — 6 капель раствора щелочи 
и кипятят. 

Наблюдают образование хлопьевидного осадка фосфатов. 
В присутствии кровяного пигмента отстоявшийся осадок 
темнее мочи; в отсутствии кровяного пигмента осадок 
фосфатов будет более светлым, чем моча*. 


П. Гваяковая проба 


1. Наливают в пробирку 4 —5 мл свежевыпущенной 
нефильтрованной исследуемой мочи и определяют ее реак- 
цию лакмусовой бумажкой. 


1 В ряде случаев может оказаться, что моча содержит мало 
фосфатов, и получается очень слабый осадок. Тогда фосфаты сле- 
дует прибавить искусственно. Для этого мочу смешивают с несколь- 
кими каплями раствора хлористого кальция, приливают раствор 
едкого натра и несколько капель фосфата натрия. Последний дает 
с хлористым кальцием осадок фосфата кальция. Затем производят 
кипячение мочи. 

В случае наличия интенсивного окрашивания мочи, что не 
мешать различить цвет осадка, этот осадок бифльгровыЕ 2 
промывают водой, что дает возможность определить цвет осадка, 
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Если моча щелочная, то ее нужно подкислить. 


| 
2. Содержимое пробирки кипятят. Кипячение произ- 
\ водят потому, что при наличии в моче гноя он обычно тоже 
дает положительную реакцию, так как содержит перокси- 
дазу. После кипячения мочи пероксидаза гноя, так же как 
и другие ферменты, разрушается и гной уже не дает поло- | 
жительной реакции. { 
В пробирку приливают 1 —2 мл раствора гваяковой } 
смолы и несколько капель перекиси водорода. 
Появление синего окрашивания указывает на образова- $ 
ние озонида гваяковой смоляной кислоты, вследствие пе- 
реноса на смоляную кислоту кислорода перекиси водорода | 
с помощью кровяного пигмента (стр. 66). | 


ПИ. Бензидиновая проба 


1. Наливают в пробирку 1 —2 мл свежевыпущенной 
нефильтрованной мочи; кипятят и потом охлаждают. | 

2. Добавляют равный объем раствора бензидина и не- Н 
сколько капель перекиси водорода. При положительной 
реакции наблюдают появление синего или зеленого окра- 
шивания продуктов окисления бензидина с помощью кро- 
вяного пигмента за счет кислорода перекиси водорода 
(стр. 236). При продолжительном стоянии мочи гемоглобин 
переходит в метгемоглобин и обнаружить кровь бензи- 


Ук вато-коричневое или зеленое окрашивание. Кроме того, 
при взбалтывании пена желтушной мочи бывает окрашена 

в желтый цвет. 
Химически присутствие желчных пигментов в моче | 
открывают реакциями, описанными на стр. 251. При пробе 
2 Гмелина доказательным для наличия желчных пигментов ] 
в моче является получение зеленого кольца. При стоянии 
происходит дальнейшее окисление пигментов и все кольца 


окрашиваются в желтый цвет, 


ТОВ, диновой реакцией не удается. В 
| освАр р 
з окало РЕАКЦИИ НА ЖЕЛЧНЫЕ ПИГМЕНТЫ В МОЧЕ | 
: : 
к Желчные пигменты — билирубин, биливердин и др. — | 
| появляются в моче обычно в виде щелочных солей при | 
тт у желтухе. | 
#О Моча, содержащая желчные пигменты, имеет желто- Ё 
| 
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РЕАКЦИЯ НА ЖЕЛЧНЫЕ КИСЛОТЫ В МОЧЕ 


Желчные кислоты в виде их солей иногда встречаются 
В моче при желтухе. 

Присутствие в моче желчных кислот может быть обна- 
ружено качественно и отчасти количественно с помощью 
пробы на понижение поверхностного натяжения 
(стр. 256). 

Приборы. Стакан. 

Реактивы. |. Едкий натр, 1% раствор. 

2. Фенолфталеин, 0,1% раствор в 
спирте. 
3. Серный цвет. 


Ход работы 


1. Наливают в стакан около 50 мл мочи и прибавляют 
к ней 1 —2 капли фенолфталеина. 

2. Нейтрализуют мочу раствором едкого натра до по- 
явления розового окрашивания от фенолфталеина и поме- 
щают минут на 10 в холодную воду. 

3. Насыпают на поверхность мочи немного серного цвета. 

Если серный цвет сразу опускается на дно, то желчных 
кислот и их солей в моче около 0,01%. Если для опускания 
серного цвета требуется слабое взбалтывание мочи, то желч- 
ных кислот и их солей в моче около 0,0025%. Если после 
взбалтывания сера остается на поверхности, то моча желч- 
ных кислот и их солей не содержит. 


РЕАКЦИИ НА УРОБИЛИН И УРОБИЛИНОГЕН 


Желчный пигмент билир убин подвергается в ки- 
шечнике восстановлению под действием бактерий. Главная 
масса продуктов восстановления выделяется с калом в виде 
пигмента стеркобилина. — Однако часть его 
(уробилин)! всасывается в кровь воротной вены и 
восстанавливается далее до бесцветного уробилино- 
гена, который частично выделяется с мочой. 

Свежевыпущенная нормальная моча поэтому содержит 
уробилиноген, но не уробилин. Однако при стоянии на 
свету, под действием кислорода воздуха, в суточном коли- 


ый 
1 «Уробилин» мочи и «стеркобилин» кала имеют на 
состав и представляют собой смесь двух пигментов: 


и тетрагидромезобилина, 
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честве мочи из 
уробилина. 


уробилиногена образуется около 0,03 г 


уробилина также п 
ным распадом эритроцитов. 

При нарушениях функции печени, а также при инфек- 
ционных и некоторых других болезнях количество уроби- 
лина (уробилиногена) В моче может доходить до 2 гв сутки. 

Раствор уробилина дает характерный спектр поглоще- 
ния (рис. 33, 7). В определенных условиях уробилин об- 
ладает способностью красиво фл уоресцировать, 
чем и пользуются для его обнаружения. 


Г. Проба Ненцкого на уробилин 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Каучуковая пробка. 
Реактивы. 1. Соляная кислота, 2% раствор. 
: 2. Амиловый спирт. 
3. Раствор хлористого цинка в спирте 
(приготовление см. стр. 330, п. 44). 


Ход работы 


1. Наливают в пробирку 8 — 10 мл исследуемой мочи 
и слегка подкисляют ее соляной кислотой. При этом уро- 
билин переходит в свободную кислоту, которая нераство- 
рима в воде. 

2. Добавляют 2 —3 мл амилового спирта и, закрыв 
пробирку каучуковой пробкой, перемешивают содержимое 
многократным перевертыванием пробирки. Уробилин 
растворяется в амиловом спирте. 

3. Дают жидкости отстояться и к верхнему алкогольному 
слою (не сливая его), содержащему растворенный уробилин, 
прибавляют несколько капель раствора хлористого цинка. 
При наличии в моче уробилина получается зеленая флуо- 
ресценция. 

|. Спектроскопическая проба на уробилин 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Воронка. 
3. ое 
: . 1. Аммиак, ° раствор. 
г 2. Хлористый цинк, 1% раствор. 
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Ход работы 


1. Наливают в пробирку 8 — 10 мл исследуемой мочи и 

добавляют несколько капель гидроокиси аммония до замет- 

ного запаха аммиака. Уробилин при этом образует аммоний- 

ную соль, растворимую в воде. 

4 2. Дают отстояться несколько мин 
осадок фосфатов. 


3. К фильтрату добавляют несколько капель хлористого 
цинка. Наблюдают зеленую флуоресценцию раствора. 
4. Рассматривают жидкость в спектроскоп и наблюдают 


полосу поглощения в сине-зеленой части спектра 
(рис. 33, 7). 


ут и отфильтровывают 


1Ш. Проба на уробилиноген 


Приборы. 1 Штатив с пробирками. 
2. Пипетка на 10 мл с делениями 
Реактивы. Раствор парадиметиламинобензаль- 


дегида (приготовление см. стр. 330, 
п. 41). 


Ход работы 


1. Свежевыпущенную мочу разводят в 10, 20 и 40 раз. 
Для этого в пробирку отмеривают | мл мочи, добавляют 
к нему Эмл воды и перемешивают. В другую пробирку пере- 
носят пипеткой 5 мл мочи, разведенной в 10 раз, и добавляют 
5 мл воды; перемешивают и получают мочу, разведенную 
в 20 раз. В третью пробирку отмеривают 5 мл мочи из вто- 
рой пробирки и добавляют 5 мл воды — получают мочу, 
разведенную в 40 раз. 

2. В четыре пробирки наливают: в первую — 1 мл не- 
разведенной мочи; во вторую — 1 мл мочи, разведенной 
в 10 раз; в третью — 1 мл мочи, разведенной в 20 раз; в чет- 
вертую — 1 мл мочи, разведенной в 40 раз. 

3. Во все 4 пробирки прибавляют по 10 капель раствора 
парадиметиламинобензальдегида, слегка встряхивают и 
рассматривают их на белом фоне. 

Розовая окраска, развивающаяся в течение 3— 4 минут, 
указывает на присутствие уробилиногена. 

Положительная реакция при разведении мочи до 1 : 20 
считается нормальной. Обнаружение уробилиногена при 
более высоком разведении мочи указывает на недостаточ- 
ность функции печени. 
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РЕАКЦИЯ НА ИНДИКАН 


В кишечнике под влиянием всегд 
бактерий имеет место частичное 
ксилирование, дезаминирование и о 
кислот с образованием проду 


Последние всасываются в кровь и в значительной мере обез- 
вреживаются печенью. Ароматические соединения — фенол, 
крезол, а также индоксил, скатоксил — при этом вступают 
в так называемые «парные соединения с сер- 
но ИИ. глюк уроновой = кислотой и 
В этом виде выделяются с мочой. 

Индикан — это калиевая или натриевая соль 
индоксилсерной кислоты. Индикан в нор- 
мальной моче человека содержится в очень небольших 
количествах (за сутки выделяется около 0,01 Е 

Много индикана содержится в моче травоядных живот- 
ных, много его и в моче человека при усиленном гниении 
в кишечнике (наличие болышого количества гнилостных 
бактерий). 

Качественная реакция на открытие в моче индикана 
основывается на следующем: : { 

На исследуемую мочу действуют крепкой соляной ки- 
слотой, индоксилсерная кислота подвергается при этом 
гидролизу по уравнению: 


а содержащихся там 
разложение (декарбо- 
кисление) ряда амино- 
ктов, ядовитых для организма. 


Иен /\——он 
| Г | 
+ н.о | + Н530.. 
о. Мея 
МН 
Индоксилсерная кислота Индоксил 


ко 
Далее добавляют немного хлороформа и а . 
капель марганцовокислого калия, в ВЕДУ 
ксил окисляется в синее индиго по схеме. 
ох 
Е ОН НО :: 
| | 4 20+ | 
| | 
Аи Ще т 
и сил Индоксил 
ндок 


Синее индиго 


Полученное синее индиго, благодаря хорошей раство- 
римости в хлороформе, окрашивает последний в.синий цвет. 
| Интенсивность полученной окраски служит до некоторой 

степени показателем количества индикана в исследуемой 
моче. 
Приборы. Штатив с пробирками. 
| Реактивы. 1. Соляная кислота, концентрирован- 
ная. 
2. Хлороформ. 
3. Марганцовокислый калий, 1% рас- 
твор. 


Ход работы 


1. В пробирку наливают 4 — 5 мл исследуемой мочи и 

прибавляют при перемешивании равный объем крепкой 

соляной кислоты. 

| 2. Добавляют около 1 мл хлороформа и 1 —2 капли 
раствора марганцовокислого калия, закрывают пробирку 

| пробкой и несколько раз перевертывают, не встряхивая. 

| Ставят пробирку в штатив и наблюдают окрашивание 

хлороформного слоя в синий цвет. 

| По интенсивности этой окраски можно приблизительно 

| судить и о количестве индикана в моче. Результаты выра- 

| `жают`обычно так: «в норме»; «резко выражен». 

й 

| 

| 


МИКРОСКОПИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ МОЧИ 


Описанные выше реакции на различные вещества в моче 
применяются при клиническом анализе мочи. 

Кроме того, при клиническом анализе обычно произ: 
водят микроскопическое исследование осадка мочи. Раз: 
личают неорганизованные осадки (хими: 
ческие вещества — см. ниже) и’ организованные 
осадки (различные клетки, бактерии и т, п.). 
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АНАЛИЗ МОЧИ 


ее: 


Удельный вес ... 4,2/8 


© офф о Фо обо оо екыь 


Цвет... 62040.41944440 2 Е, 


ооо ово оо оо ооо хохоо ооо оо охое 


Прозрачность . роз аЙ............ 


Реакция: к ОЕ, п ротриооииь а 
0,033 о 


Ве: ОК зона с ине ао ото 


ОЕ а рей, ......... 


г, и р И 
Ацето-уксусная кислота о о 
Кровяной пигмент . 22... еее» 
Желчные пигменты оон ка 
Уробилин ао Е ны 
Индикан р 


Оса У 
Эритроциты в осадке /-3. 8 поле Зрение, 


ле, зреней, 


Лейкоциты в осадке 3:5. вис сх 


ооо о * 
ооо осо с ооо о зоо оо ооо ооо 


Анализ производил (подпись) 


нализ мочи. 


Рис. 40. Клинический а 


Эритроциты под микроскопом имеют вид желтых дисков; 
при рассмотрении сбоку — вид бисквитов. В кислой кон- 
центрированной моче края эритроцитов неровные, зазуб- 
ренные; в щелочной моче, наоборот, они разбухают и ста- 
новятся резко очерченными. Иногда эритроциты совсем 
теряют пигмент в результате гемолиза, и остаются так назы- 
ваемые «тени эритроцитов». Так как гемолиз чаще имеет 
место в почечных канальцах, где моча менее концентриро- 
вана, то в большинстве случаев это является признаком 
почечного происхождения крови. 

Незначительное количество эритроцитов нередко можно 
обнаружить в совершенно нормальной моче. При наличии 
в исследуемой моче менее 10 — 15 эритроцитов в поле. зре- 
ния бензидиновая реакция на кровь отрицательна. 

Лейкоциты по размеру больше эритроцитов. В моче 
они встречаются в виде зернистых шариков, чаще правиль- 
ной формы. Под микроскопом лейкоциты по внешнему виду 
похожи на некоторые эпителиальные клетки. Отличают 
их друг от друга по реакции с иодом. Последний окрашивает 
лейкоциты в бурый цвет (гликоген), а эпителиальные клет- 
ки — в желтоватый, 

Небольшое количество лейкоцитов встречается в нор- 


мальной моче. Большое их количество в моче указывает на 
патологическое состояние почек или мочевых путей. 


* * 
* 


Клинический анализ мочи производится 
почти при каждом заболевании и играет важную диагно- 
стическую и прогностическую роль. = 

Приводим в качестве примера обычный (сокращенный) 
клинический анализ мочи больного (рис. 40). 


* АНАЛИЗ МОЧЕВЫХ ОСАДКОВ И СРОСТКОВ 


Для анализа часто доставляется моча, содержащая муть 
и даже осадки. Анализ осадков представляет интерес, так 
как нередко они появляются в результате нарушения 
обмена веществ. 

Осадки мочи делят на организованные и 
неорганизованные. 

К организованным осадкам относят микроорганизмы, 
кровяные клетки, частицы эпителия мочевыводящих и 
половых путей и т. п. 
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ут вст ТЬС са] очевой кислоты 

(рис. Эт, стр. 214) ИЛИ КИСЛЫХ кали Т 
леи мочевой кислоты (би ра тов) Т 

} у ‚а также щавелевокислого 


кальция (рис. 41) и 
кальция. ) двузамещенного фосфорнокислого 


Г Рис. 41. Осадок щавелевокислого кальция 
ся в моче. 
НО- 
В шелочной моче встречаются фосфорнокислый магний- 
ый) аммоний (трипельфосфат) (рис. 42), трехзамещенные фос- 
| форнокислые соли щелочноземельных металлов, биурат 
аммония (рис. 43) и др. 

Реже встречаются осадки белков и некоторых амино- 
кислот (цистин, тирозин, лейцин); могут встречаться также 
жир и холестерин. 

Если осадки накапливаются в мочевыводящих путях, 
| они носят название мочевых сростков. Мочевые сростки 
| нередко уплотняются с органическими веществами и по 
размерам могут дойти до величины куриного яйца, что 
может вызвать боли и закупорку мочевых путеи. 

Мелкие мочевые сростки называют песком, крупные — 
мочевыми камнями. 
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Рис. 42. Осадок фосфорнокислого 
магний-аммония (трипельфосфат) 
" в моче. 


Рис. 43. Осадок кислого мочекислого 
аммония (биурат аммония) в моче. 


В целях диагностики забо 
вИЛЬНоГо способа лечения в 
осадков и сростков мочи. 


Чаще всего состав мочевых сростков бывает 
неоднородным ‘и включает различные вещества 
Анализ основан на микроскопическом исследовании, 
химических испытаниях на растворимость и специфических 
реакциях веществ, встречаемых в осадках. 
‚ Мы ограничимся обнаружением в мочевых осадках или 
сростках уратов, фосфатов и оксалатов. 


Приборы. 1. Ступка с пестиком. 
2. Штатив с пробирками. 
3. Воронка с фильтром. 
4. Крышка от тигля или фарфоровая 
чашечка. 
5. Микроскоп. р 
6. Покровное и предметное стекла. 
7. Пипетка. 
8. Стеклянная палочка. 


Реактивы. 1. Соляная кислота, 10% раствор. 
2. Аммиак, 10% раствор. 


левания и применения пра- 
клинике производят анализ 


3. Уксусная кислота, 10% раствор. 
4. Азотная кислота, концентрированная, 
5. Мочевые осадки или сростки. 

6. Лакмусовая бумажка. 


Ход работы 


1; Помещают маленькую порцию осадка на предметное 
стекло, закрывают его покровным стеклом и рассматривают 
под микроскопом. По характерной форме кристаллов 
(рис. 27, 41, 42 и 43) определяют характер осадка. 

|. 1. Осадок или камень растирают в ступке с 3 — 5 мл 
дестиллированной воды. 

2. Переливают (по палочке) содержимое ступки в про- 
бирку, добавляют 3 — 4 мл соляной кислоты и нагревают, 
встряхивая пробирку. 

з По о лавения ВАНО, Наличие нерастворимого 
осадка`указывает на присутствие мочевой кислоты, которую 
открывают мурексидной пробой (стр. 216). > 

4. К фильтрату добавляют раствор аммиака до ее 
лочной реакции (резкий запах аммиака). При этом фо 
И оксалаты выпадают в осадок. & 


20 Практикум по биологической химии 


5. Обрабатывают осадок уксусной кислотой до кислой 
реакции. При этом фосфаты вновь растворяются, а оксалаты 
остаются в осадке. 


< Приведенное краткое исследование можно представить р” 
С. следующей схемой: Е, 
Е 
$ Схема исследования мочевых осадков 
$ 
за Мочевой осадок | __ Обработка со- 
Е. или камень ляной кислотой 
РУ 
А В + 3 
Мурексид» _ | Осадок (моче- Раствор (окса- . Подщелачива- 
ная проба вая кислота) | | латы и фосфаты) |`ние аммиаком 


| Подкисление 
Осадок (оксала- х 
Ба ты и фосфаты) ее Ее -й 
| 
рае олеНеа НЕ бы 
Осадок (окса- Раствор | 
латы) (фосфаты) | 


Наличие ионов фосфорной и щавелевой кислот может 
быть дополнительно установлено обычными качествен- 
ными реакциями на них — соответственно с молибдено- 
Ех вокислым аммонием и с хлористым кальцием (стр. 48 и 244). 


ж 
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молоко 


и. а питательным продуктом, 
скармливаются дети, а также детеныши 
млекопитающих в течение первого периода жизни 
Молоко обладает высокой питательной ценностью и 
содержит почти все составные части, необходимые для 
питания. Состав молока различных животных неодинаков 
На состав молока влияют также пища, климат и ряд других 
факторов. 
Ввиду этого химический состав молока трудно выразить 
определенными величинами. В качестве примера мы при- 
водим средние цифры состава молока в процентах (табл. 8). 


Таблица 8 
Химический состав молока 
Вода | Жир | Белок ато не 
ства 
Женское молоко ......| 88,0 | 3,2 | 2,0 | - 6,5 0,3 
Молоко коровы .......| 87,4 | 4,0 | 3,3 | 4,6 0,7 
» овпы И. ЗО чмо 0,8 
» КОЗЫ. м. Го 0,8 
» кобыл <. в. |;897512,0 1,7 |655 0,3 


Главнейшие различия между женским и коровьим мо- 
локом состоят в том, что женское молоко беднее казеино- 
геном и богаче глобулином; беднее солями и богаче лакто- 
зой. В женском молоке 4/, количества фосфорной КИСЛОТЫ 
находятся в виде органических соединений, в коровьем — 
1/, органического фосфора и 3/, неорганического. 

Молоко богато кальцием и фосфором и поэтому хорошо 
обеспечивает организм этими элементами. Однако вслед- 
ствие ничтожного содержания железа в молоке при одно- 
стороннем молочном питании в орган 
ваться недостаток железа. 


изме может образо- 
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Так как при стоянии молоко расслаивается (на поверх. 
ность всплывают капли жира — сливки), то перед иссле. 
дованием его необходимо тщательно перемешиваты. 


ИССЛЕДОВАНИЕ МОЛОКА ПОД МИКРОСКОПОМ 


Молоко представляет собой стойкую эмульси ю 
молочного жира в водном растворе. Стойкость 


Рис. 44. Жировые шарики молока под микроскопом. 


| эмульсии зависит не только от растворенных в водяной 
фазе веществ, но главным образом от наличия белковой 

оболочки вокруг мельчайших капелек жира. 
Диаметр капелек жира в молоке колеблется от 0,5 до 
| 20 в, причем главная масса жировых шариков имеет диаметр 
от 1 до 4 р иони легко различимы под микроскопом (рис. 44). 


ным образом А. А. Калантаром, Г.С. Иниховым и Р. Б. Давидовым. 


| * Вопросы химии и исследования молока изучались в СССР глав- 
| 
} 308 


щ#- 


чт 


*› 


«> 


Приборы. 1. Микроскоп. 
2. Предметное стекло. 
3. Покровное стекло. 
4. Пипетка. 


Реактивы. Молоко. 


Ход работы 


1. На предметное стекло наносят пипеткой каплю молока 
и накрывают покровным стеклом. 
2. Рассматривают каплю под микроскопом (рис. 44). 


БЕЛКИ МОЛОКА 


В состав молока входят казеиноген!, молоч- 
ный альбумин и молочный глобулин. 

Казеиноген является фосфопротеидом и находится в мо- 
локе в виде кальциевых солей. При подкислении среды до 
изоэлектрической точки казеиногена (рН = 4,6) он вы- 
падает в осадок (скисание молока). При ферментативном 
свертывании (стр. 54 и 310) казеиноген при участии 
солей кальция переходит в нерастворимый казеин. Казеи- 
ноген выпадает в осадок также при полунасыщении раство- 
ра сернокислым аммонием. 

Молочный альбумин свертывается при нагревании до 
75° и выше. Коагуляция альбумина молока может’ насту- 
пить уже при 60°, если действие температуры продолжи- 
тельно. Молочный альбумин, как и все альбумины 
(стр. 20) высаливается при насыщении раствора сернокис- 


лым аммонием: 

Глобулин молока 
в слабокислой среде. 
при полунасыщении раствора 


(стр. 20). 
Приборы. 1. Штатив’ с пробирками. 
2. Воронка с фильтром. 


3. Пипетка. 

1. Уксусная кислота, 1% раствор. 

о Углекислый натрий, 1% раствор. 
3. Сернокислый аммоний, насыщенный 


раствор. 


свертывается при нагревании до ия 
Высаливается он, Как и казеиноген, 
сернокислым аммонием 


Реактивы. 


1 Иногда (в особенности В иностранной литературе) казеино- 


тен молока называют казеином, а продукт аа АВА свер- 
тывания казеиногена — казеин — параказе ; 
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4. Сернокислый аммоний, Кристал- 
лический, измельченный. 
5. Молоко. 


Ход работы 


Г. 1. В пробирку наливают около 1 мл молокаи2 — Зул 
ВОДЫ. 


2. Перемешивают и, продолжая встряхивать, добавляют 
по каплям раствор уксусной кислоты до прекращения вы- 
падения хлопьевидного осадка казеиногена (в избытке 
кислоты осадок растворяется). 


3. Содержимое пробирки фильтруют в другую пробирку 
и промывают осадок на фильтре 2 — 3 мл воды. 

На фильтре остается осадок казеиногена, который за- 
хватывает и жир молока, 

4. К фильтрату с промывными водами добавляют 2 — 3 
капли раствора соды (до слабокислой реакции на лакмус) 
и кипятят. Выпадает осадок молочного альбумина и молоч- 
ного глобулина. 


П. 1. В пробирку наливают 2 —3 мл молока, добавляют 
равный объем насыщенного раствора сернокислого аммо- 
ния и перемешивают. В получившемся полунасыщенном 
растворе сернокислого аммония выпадает осадок, состоящий 
из казеиногена и молочного глобулина. 

2. Отфильтровывают содержимое пробирки от выпавшего 
осадка. К полученному фильтрату добавляют при помеши- 
вании сухого сернокислого аммония до полного насыщения 
раствора. Выпадает осадок молочного альбумина. 


ФЕРМЕНТАТИВНОЕ СВЕРТЫВАНИЕ КАЗЕИНОГЕНА 
ПЕПСИНОМ 


И. П. Павловым и С. В. Паращуком было доказано, 
что пепсин обладает створаживающим 
действием и свертывает молоко в кишечном тракте. 
Специальный створаживающий (сычужный) фермент—х и- 
мозин (стр. 54) присутствуеттолько в жел _ 
ке (сычуге) молодых телят и исчезает в зрелом воз 

асте. 
. Оптимум створаживающего действия пепсина в ии 
от его протеолитического действия лежит при РН а 
Створаживать молоко в определенных условиях могут 
гие протеолитические ферменты. 
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Приборы. 


1. Штатив с пробирками. 
2. Водяная баня. 
3. Термометр. 
Реактивы. 1. Пепсин, 0,1% раствор, подкисленный 
соляной кислотой до рН=4,8 — 5,0 
и дестиллированная вода, подкис- 
ленная соляной кислотой (см. при- 
готовление стр. 327, п. 31). 
2. Молоко некипяченое. 


Ход работы 


1. В пробирку наливают 1 — 2 мл молока и добавляют 
равный объем раствора пепсина. В другой пробирке для 
контроля 1 —2 мл молока смешивают с равным объемом воды. 

2. Обе пробирки ставят на водяную баню при 38 — 40°. 
Через 30 —40 минутв пробирке с пепсином молоко сверты- 
вается. Далее сгусток казеина отжимает сыворотку и уп- 
лотняется. 

РЕАКЦИИ НА МОЛОЧНЫЙ САХАР 


Молоко содержит значительное количество молочного 
сахара (лактозы). Лактоза представляет собой д и са- 
харид, состоящий из остатков глюкозы и гала- 
ктозы, причем первый углеродный атом галактозы сое- 
динен с четвертым углеродным атомом глюкозы. Первый 
углеродный атом глюкозы сохраняет свой полуацетальный 
(глюкозидный) гидроксил и обладает вследствие этого 
восстанавливающими свойствами. 
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Для обнаружения лактозы в молоке осаждают белки ГИД. 
ратом окиси меди и по восстановлению меди в безбелковом 
фильтрате (реакции Троммера или с фелинговой жидкостью) 
открывают присутствие сахара. 


Приборы. 1. Пипетка на 5 мл с делениями. 
2. Мерный цилиндр на 50 мл. 
. Воронка с фильтром. 
. Коническая колбочка. 
. Штатив с- пробирками. 


Реактивы. 1. Сернокислая медь, 5% раствор. 
. Едкий натр, 10% раствор. 
. Фелингова жидкость (приготовление 
см. стр. 333, п. 59). 
. Молоко. 


ера 


Ход работы 


м: 


1. В коническую колбочку отмеривают 2,5 мл мо- 
лока, 46 мл воды, 1,5 мл раствора сернокислой меди и 
0,15 мл раствора едкого натра, перемешивают и оставляют 
на 30 минут. Выпадает осадок белков молока. 

2. Отфильтровывают содержимое колбочки в пробирку 
и с полученным безбелковым фильтратом проделывают ре- 
акции Троммера и с фелинговой жидкостью (стр. 131 и 132). 


ОБНАРУЖЕНИЕ МОЛОЧНОЙ КИСЛОТЫ В КИСЛОМ МОЛОКЕ 


Свежее молоко не содержит молочной кислоты. При 
стоянии молоко скисает ивнем образуется молоч- 
ная кислота вследствие брожения сахара под дей- 
ствием молочнокислых бактерий. 

Микроорганизмы, попадающие в свежее молоко, не вы- 
живают, так как молоко обладает бактерицидными свой- 
ствами. Бактерицидные свойства молока сохраняются при 
‘комнатной температуре обычно не более суток и с их утерей 
‘в молоке могут развиваться различные микроорганизмы. 
Под влиянием микроорганизмов свойства молока глубоко 
изменяются, что находит практическое применение при 
приготовлении ряда молочных продуктов (простокваша, 
кефир, кумыс, сырки, творог, сметана и т. п.). 

При стоянии в теплом месте в молоке преимущественно 
развиваются молочнокислые бактерии, которые 
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разлагают лактозу на моносаха 
ние до молочной кислоты: 


риды и сбраживают послед- 


СН»Ои, + НО ——- СЕНО Че СН 0; 


Лактоза Глюкоза  Галактоза 
СН О > СН, СНОН СООН 
Глюкоза Молочная кислота 


Вследствие сдвига реакции в кислую сторону казеино- 
ген выпадает в осадок (творог) и получается кислое молоко 
(простокваша). 

Образовавшуюся молочную кислоту обнаруживают, 
отфильтровав небольшое количество молочной сыворотки 
и добавляя ее по каплям к реактиву на молочную кислоту 
(см. стр. 261). 


РЕАКЦИЯ УМИКОВА НА ОТЛИЧИЕ ЖЕНСКОГО МОЛОКА 
ОТ КОРОВЬЕГО 


Женское молоко при нагревании до 60” с аммиаком 
окрашивается в фиолетовый цвет. Реакцию Умикова дает 
только женское молоко, благодаря чему ею пользуются для 
отличия женского молока от коровьего. 

Интенсивность реакции зависит от лактационного перио- 
да. Чем позднее этот. период, тем реакция интенсивнее. 


Приборы. 1. Штатив с пробирками. 
2. Водяная баня. 
3. Термометр. 


Реактивы. 1. Женское молоко. 
2. Коровье молоко. 
3. Аммиак, 10% раствор. 


Ход работы 


— 2 мл женского молока, 
И ну пробирку наливают 1 — 2 
ры | — 2 мл коровьего молока. 


в другую пробирку — я 
р в бе иБобирИЯ добавляют по 1 —2 =. ый ам 
миака и помещают их в водяную баню то ры т 
Наблюдают появление фиолетового окр и 
вой пробирке (женское молоко) и отсутствие окр 


во второй пробирке (коровье молоко). Е ы 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ УДЕЛЬНОГО ВЕСА МОЛОКА 


Удельный вес женского молока близок к 1,030 и колеб- 
лется обычно в незначительных пределах. Удельный вес 
нормального сборного коровьего молока лежит в пределах 
1,028 — 1,034. 

Определение удельного веса коровьего молока имеет 
большое практическое значение. Если разбавить молоко 

водой, то произойдет уменьшение удельного 
веса; если же снять сливки или прибавить к 
цельному молоку снятого молока, удельный вес 
возрастает. Таким образом, определением удель- 
ного веса можно обнаружить фальсифи- 
кацию молока и до некоторой степени 
установить характер этой фальсификации. Если 
одновременно снять сливки и прибавить воды, 
то молоко может иметь нормальный удельный 
вес, хотя и будет дважды фальсифицировано. 
В этом случае фальсификацию легко можно 
обнаружить, определив процент жира в молоке 
(стр. 316). 
Удельный вес молока обычно определяют 
с помощью специальных ареомет- 
ров (лактоденсиметров или лак- 
тометров) (рис. 45), градуированных 
при 20°. 
Удельный вес молока обычно выражают 
в «градусах» ареометра. Градусы лакто- 
денсиметра соответствуют тысячным долям числа, 
выражающего истинный удельный вес молока. 
Например, отсчет лактоденсиметра 30° соот- 
ветствует удельному весу молока 1,0301. 
ина Хотя молочный ареометр  градуируется 
симетр) р р радуиру 
при 20°, определение удельного веса допускается 
при температуре молока от 10° до 25°. Если 
удельный вес’ молока определялся при температуре 
выше 20°, то для приведения его к 20° на каждый 


1 Молочные ареометры, градуированные при 20°/4°, изготов- 
ляются в СССР сравнительно недавно. Если определение произво- 


дилось лактоденсиметром старого типа, градуированным при 
15°/15°, то из его показания для перевода в градусы ареометра, 
градуированного при 20°/4° следует вычесть 2. Например, ‚если 
показание 32, то при 20°/4° данное молоко имеет 30° (удельный вес 


1,030). - 
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градус температуры выше 90° к найденной величине 
«градуса» ареометра прибавляют 0, 


в. 2, а при измерении при 

ма ! с ературе ниже 20° на каждый г радус ниже п 
Ы 
} Для определения удельного веса молоко следует брать 
ы. не раньше 2 часов после дойки, так как удельный вес, опре- 
К деленный в молоке сейчас же после дойки, меньше удельного 
от веса, определенного через 2 часа. Это явление объясняется 
Оы тем, что жир в только что выдоенном молоке находится 
Ве в жидком состоянии; через некоторое время он меняет свое 
3 состояние, уменьшая свой объем. 
| Приборы. 1. Лактоденсиметр. 
‘НИ 2. Высокий цилиндр. 
ли Реактивы. Молоко. 
ы Ход работы 
НО, 1. Тщательно перемешивают исследуемое молоко и осто- 
{Но рожно наливают его в цилиндр, следя за тем, чтобы не обра- 
ке | зовалось пены (которая мешает отсчету по шкале лакто- 
денсиметра). 
т 2. Медленно погружают сухой лактоденсиметр в иссле- 
р дуемое молоко до 30-го деления. 

3. Через 2 — 3 минуты производят отсчет по шкале на 
< месте соприкосновения поверхности молока с делением 
| ареометра (по верхнему мениску). 

4. Определяют температуру молока (шкала термометра 

Г. | находится в верхней части лактоденсиметра), вводят по- 
28 правку на разность температур и вычисляют удельный 
в вес молока. 
от ‚ Приведем пример: 

1 Показатель лактоденсиметра 30,3 
ия Температура молока ..... 90—17—3° 
‚СЯ | Температурная разница ... НО В 
сли Поправка на температуру . Е 2 
не Показание лактода аи 
ур поправкой на температуру . О 
Я Удельный вес молока... - , 
ой | ОПРЕДЕЛЕНИЕ кислотности МОЛОКА ы 

еленно 
т Свежее молоко может нете 0 аж а 
р”, количество щелочи. Это объясняет рожи 
в личием в молоке белков и кислых и 
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вают щелочь. При стоянии кислотность молока повышается 
за счет сбраживания молочного сахара в молочную кислоту 
под влиянием молочнокислых бактерий. 

Кислотность молока обычно принято выражать в гра- 
дусах кислотности, обозначающих количество 
миллилитров 0,1 нормальной щелочи, идущее на нейтра- 
лизацию 100 мл исследуемого молока (индикатор фенол- 
фталеин). 

Свежевыдоенное молоко коровы имеет кислотность 
15 — 18; продажное молоко — 20 — 22°; не свернувше- 
еся, но свертывающееся при кипячении — 24 — 27°. 

Кислотность женского молока, а также молока кобылы 
и ослицы ниже кислотности молока коровы. Женское мо- 
локо имеет | — 9%, молоко кобылы и ослицы — около 
6. На лакмус женское молоко и молоко кобылы имеют ясно 
выраженную щелочную реакцию. 

Приборы. 1. Коническая колба. 

2. Пипетки на 10 и 20 мл. 
3. Бюретка. 

Реактивы. 1. Едкий натр, 0,1 н. раствор. 

2. Фенолфталеин, 0,1% раствор в спирте. 
3. Молоко. 


Ход работы - 


1. Отмеривают в колбу 10 мл исследуемого молока. 

2. Добавляют 20 мл дестиллированной воды и несколько 
капель раствора фенолфталеина. 

3. Взбалтывают и оттитровывают щелочью до появления 
не исчезающего в продолжение 2 минут розового окрашива- 
ния. Титрование необходимо вести при тщательном поме- 
шивании содержимого колбы. 

4. Умножают количество миллилитров 0,1 н. щелочи, 
затраченное на титрование, на 10 (для пересчета на 100 мл). 

Результат выражает кислотность исследуемого молока 
в градусах кислотности. 


* КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЖИРА В МОЛОКЕ 


Содержание жира является важнейшим показателем 
качества молока. Количественное определение жира в молоке 
поэтому широко применяется в молочной промышленности и 
при оценке молока в качестве пищевого продукта. 
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ко 


При действии на молоко 
стойкость жировой эмульсии 
жир может легко отделиться 


крепкой 
понижается и 


В ВИ при цент 
де прозрачного столбика. Быстром пентрифугировании 
жира способствует У слипанию капелек 


серной кислоты 
нагретый 


Е ь 
изоамилово-серный эфир, который 


авлении 
деление жира ведут в изоамилового спирта. Опре- 


метрах (рис. 46). 


Рис. 46. Рис. 47. Приборы для 
Бутирометр отмеривания серной кислоты 
для молока. и изоамилового спирта. 


Приборы. 1. Специальные приборы для отмерива- 
ния серной кислоты и изоамилового 


спирта (рис. 47). 
. Пипетка на 11 мл для отмеривания 
молока. 
Штатив с бутирометрами. 
Водяная баня. 


Термометр. м 
° Специальная центрифуга, для бути- 


рометров (рис. 48). 


олыю вю 
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Реактивы. 1. Серная кислота, удельного веса 
1,82 (приготовление см. стр. 332 
п. 54). - 


2. Изоамиловый спирт. 


Рис. 48. Центрифуга для бутирометров. 


Ход работы 


1. Отмеривают в бутирометр с помощью специального 
прибора 10 мл серной кислотыт, 

2. Приливают в бутирометр специальной пипеткой 11 мл 
исследуемого молока, стараясь не смешивать молоко с сер- 
ной кислотой, что достигается выпусканием струи молока 
по стенке бутирометра. 

3. Добавляют с помощью специального прибора или пи- 
петки | мл изоамилового спирта. ; | 

Вышеуказанная последовательность заполнения бути- 
рометра обязательна. В противном случае при непосред- 
ственном смешивании изоамилового спирта с серной кисло- 
той образуются вещества (например, амилен), которые, 
переходя в дальнейшем в столбик жира, дают завышенные 
результаты. К . 

4. Плотно закрывают бутирометр резиновой пробкой 
и осторожно, перемешивают содержимое, придерживая 
пробку большим пальцем. 


и- 
1 При отсутствии специального прибора можно отмерить ц 
линдром. 
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Необходимо иметь в виду, 
. сильно нагревается. 
‚ Ставят бутирометр в водяную б 
а. о 
3 —5 минут. ; рр ав 
6. Вставляют бутирометр 
специальной центрифуги. Ес 


что при перемешивании бу- 


т один бутирометр водой, а 
затем распределяют бутирометры в центрифуге симмет- 
рично. 

7. Центрифугируют в продолжение 5 минут. 

8. Помещают бутирометр (пробкой вниз) на 3 минуты 
в водяную баню при 65° и производят отсчет процента жира 
по шкале бутирометра. 


* КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКОВ В МОЛОКЕ 


В молоке различают три белковые фракции: 1) казеи- 
ноген, 2) молочный альбумин и 3) молочный глобулин. 

Кроме этих белков, в молоке были найдены и некоторые 
другие белки. К ним следует причислить опализин, вы- 
деленный из сыворотки женского молока высаливанием 
хлористым натрием. Имеются также указания на присутст 
вие в молоке белка, похожего на проламин. Однако эти 
белки (кроме казеиногена, альбумина и глобулина) нахо- 
дятся в молоке в весьма незначительных количествах и в 
настоящее время мало изучены. 

Определение общего количества белков в молоке сводит- 
ся к определению в точно взятой навеске молока азота по 
Кьельдалю (стр. 167). Полученную цифру общего азота 
умножают на коэфициент 6,45 (принимая содержание ке 
в белках молока равным 15,5% и считая весь азот ыы 
лежащим белку) и в итоге получают количество 


в молокет, : 

Определение производят по методу у ый Е 
как было описано для белков сыворотки кр т в я 
Для работы необходимы указанные на стр. 


ьшинстве белков составляет 
пересчета на белок обычно 


1 Так как содержание азота в бол 


около 16%, то в качестве т 6,25). В казеиногене мо- 


пользуются величиной 6,25 155%. Поэтому в данном 
лока содержание азота принимают за „о, 5 


: 15,5 = 6,45) 
случае пользуются коэфициентом 6,45 (100 2 


и реактивы и, кроме того, весовой стаканчик с притертой 
пробкой для взятия навески. 

В стаканчик наливают несколько миллилитров молока, 
закрывают его пробкой и взвешивают на аналитических 
весах. 

Отливают в колбу для сжигания около | мл молока и 
снова точно взвешивают стаканчик. Разность веса стакан- 
чика до и после отливания даст взятую для определения 
навеску молока. 

Далее, сжигают навеску молока с серной кислотой, от- 
гоняют аммиак и определяют его титрованием. 

Полученное количество азота умножают на. 6,45 для 
вычисления количества белка и последнее рассчитывают 
в процентах от навески молока. 


Приложение 


ПРИГОТОВЛЕНИЕ РЕАКТИ ВОВ 


| 1. Абсолютный этиловый 


пость спирта ниже 95%, то его сначала перегоняют 
с дефлегматором. Далее в круглодонную колбу нали- 
вают (несколько меныпе половины ее объема) 95% 
спирта и прибавляют куски негашеной извести в та- 
ком количестве, чтобы они выступали над поверхностью 
спирта. Соединяют колбу с обратным холодильником, 
снабженным хлоркальциевой трубкой; осторожно на- 
гревают на водяной бане в течение часа и оставляют 
стоять на 2 дня. Через 2 дня отгоняют спирт с помощью 
холодильника. В качестве приемника следует при- 
менять бунзеновскую колбу, плотно соединив ее с 
холодильником, а к отводной трубке колбы при- 
соединять хлоркальциевую трубку. Обработанный 
таким образом спирт имеет крепость около 99,5%. 
При необходимости полнее удалить влагу к | л 
99,5% спирта добавляют 27,5 г диэтилфталата и 7 г 
металлического натрия, смесь кипятят 1 час с обрат- 
ным холодильником и перегоняют, защищая спиртот 
попадания влаги из воздуха. Обработанный таким 
образом спирт имеет крепость около 99,95%. 
2. Азотнокислое серебро, 0,01 н. и 0,171 н. 
растворы. Отвешивают на аналитических еее 
1,6987 г химически чистого азотнокислого ее у 
помещают в мерную литровую колбу, ты мт 
доливают дестиллированной водой до метки. ре х 
готовления 0,171 н. раствора берут соответ 
29,06 г АэМОз. 2 о ы 
3. Амминак 1% раствор, не а 
твору аммиака добавляют немного рые Избыток 
ра Ва(ОН)». Осадок ВаСОз не и снова отфиль- 
бария осаждают сернокислым аммо 


тровывают. 


спирт. Если кре- 
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тире 


5. 


6. 


У 


4. Аммиачный раствор серебра. К 5% 


рас: 
центриро- 
падающего 


твору азотнокислого серебра добавляют кон 


ванный раствор аммиака до растворения вы 
осадка. 


Бромноватистокислый натрий. 300 г 
едкого натра растворяют в | л воды, охлаждают и при- 
бавляют (под тягой), осторожно и постоянно помеши- 
вая, 50 г чистого брома (около 16 мл). Раствор хранят 


в темной склянке. Он не портится в продолжение 
— 3 месяцев. 


Вытяжка липазы. Поджелудочную железу 
(свиньи, быка или другого животного) очищают от 
жира, пропускают через мясорубку и тщательно рас- 
тирают в ступке с тройным количеством воды. Полу- 
ченный экстракт процеживают через 2 — 3 слоя марли. 


Вытяжка из тонких кишок. Кусок тонкой 
кишки (свиньи или какого-нибудь другого животного) 
длиной около 50 см разрезают в длину, промывают 
водой и соскабливают слизистую оболочку ножом или 
куском стекла. Отделенную слизистую растирают в 
ступке с песком. Добавляют около 5 объемов ВОДЫ 
и 1 — 2 мл хлороформа и оставляют при комнатной 
температуре на 24 часа. По истечении этого срока вы- 
тяжку процеживают через полотно. Экстракт содержит 
эрепсиновый комплекс, а также фосфатазу, сахаразу, 
мальтазу и некоторые другие ферменты. 


8. Вытяжка! из хрена. 100 г измельченного хрена 


настаивают 3 — 4 часа со 100 мл 0,05% раствора угле- 
кислой соды и фильтруют. 


9. Вытяжка трипсина в растворе дву- 


10. 


углекислой соды. Поджелудочную железу 
измельчают и на другой день извлекают трех-четырех- 
кратным количеством 0,03% аммиака в течение суток 
(необходим толуол). Далее вытяжку фильтруют, 
к фильтрату добавляют разведенную уксусную кислоту 
и получают осадок, который отфильтровывают и потом 
растворяют в 0,5% растворе МаНСО.. К полученному 
раствору для активации трипсина добавляют вытяжку 
из тонких кишок (п. 7) (энтерокиназа). 

Гваяковая смола, спиртовый рас- 
твор. 1 — 2 г гваяковой смолы растворяют в 100 мл 
95% этилового спирта. 


11. Гипосул ьфит, 0,005 н. раствор. Каж 


12. 


13. 
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дый раз про- 
Для приго- 
иодноватокислого калия 


и растворяют в мерной 


веряют по титрованному раствору К] 
товления 0,005 н. раствора ая 


отвешивают 0,3567 г КО. 


колбе на? л дважды дестиллированной водой, которую 
приливают до метки. Проверку титра раствора гипо- 
сульфита производят, отмеривая в колбочку 9 мл 
раствора иодноватокислого калия, прибавляя 2 мл 
3% раствора уксусной кислоты, 3 мл тройного хлор- 
цинк-иодистого раствора (п. 57), 2 капли раствора крах- 
мала и титруя выделившийся иод раствором гипосуль- 
фита из микробюретки. 


Гликоген. Животному (например, кролику) дают 
обильную порцию углеводной пищи (картофель, 
морковь и т. п.). Через 6 — 8 часов животное убивают, 
быстро вырезают печень и тотчас, разрезав на куски, 
растирают с отмытым песком. Продолжая растирать, 
добавляют 11/» объема 3% трихлоруксусной кислоты 
и отсасывают. Фильтрат собирают в стакан. Остаток 
вторично экстрагируют равным объемом 3% трихлор- 
уксусной кислоты. К соединенному фильтрату добав- 
ляют равный объем 95% спирта при помешивании. 
Осадок гликогена отделяют  центрифугированием. 
Полученный осадок растворяют, взбалтывая с 2—3 объ- 
емами воды, и снова осаждают равным (по от- 
ношению к воде) объемом спирта. Эту операцию по- 
вторяют 3 —4 раза. Далее гликоген дважды промывают 
95% спиртом и высушивают в эксикаторе над хлористым 
кальцием. 


Двухромовокислый калий, постоян- 
ный стандартный раствор для опре- 
деления креатинина. 24,54 г чистого, высу- 
шенного до постоянного веса при 110° бихромата калия 
помещают в мерную литровую, колбу, растворяют и 
доводят дестиллированной водой до метки. 
Диазореактив. Диазореактив готовят в день 
занятия из основного раствора Е ты 
0,9 г сульфаниловой кислоты ре г я . 
центрированной соляной кислоты и дов : НВ 
100 мл; сохраняют в темной склянке. я 
раствор сульфаниловой кислоты может р 


годами. 
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1,5 мл основного раствора сульфаниловой КИСЛОТЫ 

наливают в стоящую во льду мерную колбу на 50 Мл 
добавляют 1,5 мл свежеприготовленного 5% раствора 
азотистокислого натрия. После пятиминутного стояния 
во льду добавляют при взбалтывании еще 6 мл 5% рас. 
твора азотистокислого натрия. Через минуту посте. 
пенно добавляют (при охлаждении) воды до метки, 
Взбалтывают и оставляют раствор на льду на 15 минут, 
Раствор диазореактива может сохраняться на льду 
в течение суток. 
Дифениламиновый реактиьв. К 100 мл 
1% раствора дифениламина в ледяной уксусной ки- 
слоте добавляют 2,75 мл концентрированной серной 
кислоты. 


2,6-Д ихлорфенолиндофенол, натриевая 
соль, 0,00] н. раство р. Для приготовления 
этого реактива применяют буферную фосфатную смесь 
по Серенсену, так как индикатор в водном растворе 
довольно быстро разрушается. Для этого берут вод- 
ные растворы КН.РО, — 9,078 гв |ли Ма»НРО,. 
.2Н.О — 11,867 гв1л. Растворы хранят отдельно. 
з их смешиваю отношении” КИРО _ 2. 

атем смешивают в отно “ии НРО, =3; 
тогда рН будет 7,0 — 6,9. 

Отвешивают 0,25 г красителя, приливают 700 мл де- 
стиллированной воды, взбалтывают и добавляют 300 мл 
буферной смеси. На следующий день раствор отфиль- 
тровывают и тщательно перемешивают. В приготовлен- 
ном таким образом растворе определяют титр по тит- 
рованному раствору соли Мора. 

Точно отмеривают в маленькую коническую кол- 
бочку 10 мл раствора индикатора, добавляют 5 мл 
насыщенного раствора щавелевокислого аммония и 
титруют из микробюретки раствором соли Мора до 
тех пор, пока голубой цвет индикатора не сменится на 
соломенножелтый. Для получения 0,01 н. раствора 
соли Мора 3,92 г соли растворяют в 1 л 0,02 н. сер- 
ной кислоты. Титр соли Мора устанавливают по 0,01 н. 
раствору марганцовокислого калия. 
Железосинеродисты й калий, щелоч- 
ной 0,005 н. раствор. Отвешивают на аналити- 
ческих весах 1,65 г химически чистого К. [Ее (С№)]. 


= 


$ 


18. 


21. 


стых соединений. Это делается так: а) 
ыыы препарата прибавляют одну 
о серной кислоты и одну каплю 10% раство- 
ра железистосинеродистого калия; в присутствии трех. 
валентного железа получится синее окрашивание; 6) к 
1 мл 5% раствора испытуемого препарата прибавляют 
несколько капель 1% раствора Ре з и несколько 
капель нормального раствора соляной кислоты; при 
положительной реакции наблюдается синее окрашива- 
ние. Навеску переносят в мерную колбу на [ л, рас- 
творяют в дестиллированной воде, прибавляют в колбу 
10,6 г предварительно прокаленного безводного угле- 
кислого натрия и доливают колбу дестиллированной 
водой до метки. Раствор хранят в темной склянке, 
предварительно выщелоченной водяным паром. 
Ксантгидрол. 150 г едкого натра растворяют 
В 1200 мл спирта. Прибавляют 45 г ксантона и 45 г ЦИН- 
ковой пыли (мелкими порциями, при взбалтывании). 
Получается синяя окраска, переходящая в зеленую и 
при стоянии — в желтую. Когда добавлена вся цинко- 
вая пыль, смесь продолжают взбалтывать в течение 
3 часов. Затем смесь отфильтровывают через складча- 
тый фильтр в большой объем воды (8 — 10 л). Выпа- 
дает желтоватый осадок ксантгидрола. Осадок отса- 
сывают, промывают водой и сушат в темном эксикаторе 
над серной кислотой. В сухом виде ксантгидрол не- 
стоек, поэтому раствор следует готовить вскоре после 
получения препарата. 
Магнезиальная смесь. 3,5 г хлористого 
магния, 1,8 г хлористого аммония и 2 мл 25% аммиака 
доводят водой до объема 100 мл. : 
Молибденовокислый аммоний, 2% 
твор в азотной кислоте. 7,5 г; молиб- 
деновокислого аммония растворяют в 100 мл воды и 
добавляют 100 мл 32% азотной кислоты (удельного 
веса 1,2). Полное растворение молибденовокислого 
аммония происходит после добавления азотной $ 
Молибденовокислый аммоний 2, 

5 н. растворе серной ки- 
раствор в .Р мония раство- 
слоты. 2,5.г молибденовокислого ам я 
20+ 325 


| 
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ряют в 50 мл 10 н. раствора Н,5О, и доводят объем 
раствора водой до 100 мл. 

22. Монобромуксусная кислота. В кругло- 
донную колбу на 200 —300 мл, снабженную обратным 
холодильником и капельной воронкой, помещают 
12,5 мл ледяной уксусной кислоты, 0,75 г серного цвета 
и 2—3 кусочка прокаленного пористого фарфора 
(для равномерного кипения). Колбу нагревают на мас- 
ляной бане. Когда уксусная кислота начинает кипеть, 
прибавляют по каплям 11,5 мл сухого брома (бром на- 
ливают в капельную воронку мелкими порциями). 
Нагревание продолжают некоторое время до удаления 
избытка брома. 

Содержимое колбы отгоняют под вакуумом, со- 
бирая фракцию, кипящую при 117 — 118° при оста- 
точном давлении в 15 мм ртутного столба. Полученную 
монобромуксусную кислоту хранят плотно закрытой, 
так как она нестойка, очень гигроскопична и сильно 
разъедает кожу. 

Для получения ледяной уксусной кислоты концен- 
трированную уксусную кислоту ставят в снег. Когда 
большая часть кислоты закристаллизуется, жидкость 
сливают, кристаллическую массу расплавляют и по- 
вторяют эту операцию еще раз. 

Сухой бром получают путем 2 — 3-кратного осторож- 
ного встряхивания в делительной воронке 15 — 20 мл 
брома с 5 —7мл концентрированной серной кислоты и 
последующего отделения слоя брома. 

23. Мышечная кашица, отмытая. Около 100 г 
мышц кролика или другого лабораторного животного 
пропускают через мясорубку, промывают на марле 
водой и отжимают. Отмытые мышцы заливают физио- 
логическим раствором. 

Мышечная кашица, свежая. Мышцы све- 
жеубитого животного (крыса, лягушка) мелко нарезают 
ножницами (желательно на холоду). Кашицу готовят 
непосредственно перед употреблением. > 
Мышечный экстракт, свежий. Мышцы 
свежеубитого животного (кролика, крысы, мыши, 
лягушки — Капа фетрогайа) замораживают до — 1 
или — 2” и растирают в ступке на льду при темпера- 
туре не выше 0° с охлажденным физиологическим рас- 
твором в отношении: | часть мыпщ к 4 частям физио- 


логического раствора. Экстрагируют п 
30 минут. Экстракт отделяют ‘от нерас й 
= растворившейся 
Ц центрифугированием (около 20 минут) 
и сохраняют при температуре — 2? или — 3. в таких 
условиях экстракт может сохраняться несколько часов 
Готовить экстракт необходимо в день занятия. 


ри помешивании 


26. «-Н афтол, 0,2% раствор. 0,5 г а-нафтола раство- 


27. 


ряют в 50 мл этилового спирта. Перед употреблением 
5 мл указанного основного раствора разводят в 5 раз 
водой. 

Нитритно-молибдатный реактив. 
Растворяют 5 г азотистокислого натрия и 5 г молибде- 
новокислого натрия в 50 мл дестиллированной воды. 


28. Окись алюминия, прокаленная. Окись 


алюминия прокаливают в фарфоровой чашке в течение 
11/, —2 часов. 


29. Орциновый реактив. 1 г орцина растворяют 


30. 


а. 
32. Пировиноградная кислот 


в 500 мл 30% соляной кислоты (удельного веса 1,15) 
и добавляют 4 — 5 мл 10% раствора хлорного железа. 
Реактив хранят плотно закупоренным в темной склянке. 
Пепсин, 0,1% раствор в 0,2% соляной 
кислоте. Слизистую оболочку желудка промывают 
физиологическим раствором (37°), измельчают в мясо- 
рубке и добавляют равный объем 0,4% соляной кислоты. 
Через сутки жидкость фильтруют через складчатый 
бумажный фильтр. Можно использовать также продаж- 
ный препарат пепсина, который растворяют в коли- 
честве | гв [ л0,2% соляной кислоты и через несколько 
а рильтруют. 

КИ для ны 
молока. К 100 мл 0,1% водного раствора се 
препарата пепсина добавляют 20 — 30 аа” — 
соляной кислоты до рН=4,8 — 5,0. Раствору д 


стоять 3 — 4 часа. 100 мл дестил- 


В качестве контрольного раствора КО и 
лированной воды подкисляют таким ж Ору 
2% соляной кислоты, какое было добавле 


пепсина. Кислый серно- 


коло 30 минут при 220—250°. 


© © (е) 
кислый калий нагревают таре 100 г 
Расплавленной массе д ка В парата астра 
полученного свежеспла наи кислоты и 35 Г 

иннокаме 
ют в ступке с 50г в 327 


речного песка (промытого 5% соляной кислотой, водой 
и`прокаленного). Полученную смесь помещают в реторту 
на 0,5 —1л и нагревают под тягой на масляной бане 
до 220°. При 220° собирают желто-красный дестиллят, 
отгоняют его при 12 мм остаточного давления и соби- 
рают отгон, кипящий при 50—70°. Вторично перегоняют 
под уменьшенным давлением и собирают дестиллят, 
кипящий при 62° и давлении 12 мм. Полученная пиро- 
виноградная кислота (около 5 г) нестойка и при хране- 
нии постепенно разлагается. Поэтому лучше сохранять 
ее в 5 — 10% водном растворе, на холоду. 
Препарат поджелудочной железы. 
Поджелудочную железу свиньи (или другого живот- 
ного) освобождают от жира, измельчают, добав- 
ляют тройной объем ацетона и настаивают в течение 
10 — 12 часов для обезжиривания. Ацетон сливают 
‘и обезжиривание ацетоном повторяют еще | — 2 раза. 
Отфильтровывают ацетон, осадок промывают спиртом, 
затем эфиром и просушивают на воздухе между листами 
фильтровальной бумаги. Полученную массу измельчают 
в ступке. 
Пробирки-эталоны, содержащие стан- 
дартные растворы для определения 
витамина А по количеству «синих 
единиц». Готовят стандартный раствор, содержа- 
щий 15 г СибО.-5Н.О и 0,7 г Со(МО,). в 100 мл водного 
раствора. Из этого основного раствора готовят этало- 
ны путем разведения водой, согласно нижеприведенной 
‘таблице: 
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№ раствора Основной рас- Число «синих 
Е твор в мл Вода в мл единиц» 


пень зрые Я ево иЗАНеВИО, БеНКАВАИЫИ БР ОНА ЕН 
Основной 
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бл © ©) 6 ло © > 
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} 38. Раствор галогенов 


Продолжение 


№ раствора ОсЕ - 
эталона Е м Вода в мл ты 
НЕНИЯ БЕН и 
10 10 12,2 
г 4 
1 10 15,8 40 
г 10 20,6 3,5 
ы 10 И 3,0 
= 10 37,1 2,5 
10 52,0 2,0 


В качестве пробирок-эталонов удобнее всего поль- 
зоваться пробирками высотой в б см и диаметром 
в 1 см, наливая в них по 4 мл соответствующего стан- 
Е пробирок их закры- 

: т менделеевской замазкой, 
вставляют по порядку в отверстия штатива и помечают 
соответственно количеству «синих единиц». 

35. Раствор белка. 1 —2 белка куриных яиц от- 
деляют от желтков, взбалтывают с | л воды. 

36. Раствор белка для реакций осажде- 
ния (не высаливанием). Белки куриных яиц отделяют 
от желтков, смешивают с 19 — 20-кратным объемом 
воды и фильтруют через несколько слоев марли. 

37. Раствор белка, содержащий хлори- 
стый натрий, для высаливания и 
диализа. Белки трех куриных яиц отделяют от 
желтков, смешивают с 700 мл дестиллированной воды 
и с 300 мл насыщенного раствора хлористого натрия 
и фильтруют через несколько слоев марли. 

ых солей в уксУус- 

лоте. В 100 мл ледяной уксусной кислоты 

0.1 г Ка, КВги К). Навески солей 

рительно растереть в ступке. Если 

не полностью, раствор сливают 


ной кис 
растворяют по 
следует. предва 
соли растворились 
и с осадка. 
39 рав иода в иодистом и 
ВОДЫ растворяют .20 гиодистого калия и ры =. 
реакции с крахмалом полученный раствор развод 


й. 
в 5 раз водо УИ п одистом 


40. РАаство иодной Р : 
калии В 50 мл дестиллированной воды растворяют 
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5 г иодистого калия. Насыщают раствор 12 г иодной 
ртути и доводят объем водой до 100 мл. 

41. Раствор парадиметиламинобензаль. 
дегида. Продажный парадиметиламинобензаль- 
дегид перекристаллизовывают из горячей — воды 

1 —2 г на 100 мл воды) и сушат в эксикаторе над 
хлористым кальцием. 

2 г перекристаллизованного препарата растирают 
в ступке с небольшим количеством концентрированной 
соляной кислоты, переводят в маленький мерный ци- 
линдр, доливают концентрированной соляной КИСЛОТЫ 
до 7,5 мл и водой до 15 мл. 

42. Раствор саха разы. 100 г высушенных дрож- 
жей растирают в порошок, приливают 400 — 500 мл 
воды, взбалтывают в течение | —2 часов и фильт- 
руют. Фильтрование происходит медленно, поэтому 
можно оставить фильтровать на ночь. Полученный 
фильтрат используют для работы. 

43. Раствор тирозина. 0,1 г тирозина растворяют 
в 200 мл 0,1% раствора Ма» СО. Для ускорения рас- 
творения жидкость можно слегка нагреть на водяной 
бане. 

44. Раствор хлористого цинка в спирте. 
Г г хлористого цинка растворяют в 100 мл этилового 

-_ -СПирта и подщелачивают раствором аммиака. 

45. Растворы аминокислот для хроматогра- 
фии. Аминокислоты растворяют в концентрации около 
1/25 м. 


В 10 мл растворяют: 
Глутаминовой кислоты 
Аланина 
Лейцина 


Можно также пользоваться следующими комбина- 
циями аминокислот (на 10 мл воды): 


1. Глутаминовой кислоты... 
Гликокола (глицина) , 
Аланина 


| 


мухухумыя 


Гликокола (глицина) 
Лейцина 


® 14 


46. Реактив Миллона. В 57 мл 


47. 


48. 


49. 


50. 
51. 


52. 


Д ЛЯ у орения можно рас Т воря ть а МИНОКИСЛо }1 
ск ТЫ 
концен трированной 


азотной кислоты растворяют 40 г ртути, сначала на 
’ 


холоду, а затем слабо нагревая на во й 
Полученный раствор разбавляют 2 объ о - 
дают отстояться и сливают с осадка. т, 
8: ты «Нади. За | — 2 часа до занятия гото- 
вят 1% водный раствор диметилпарафенилендиамина 
и смешивают его с равными объемами 1% раствора 
«-нафтола в спирте и 1,5% раствора углекислой соды 
Реактив «Нади» окрашен в темнокоричневый цвет. 
но не должен иметь розового оттенка. : 
Реактив Несслера. 15 г двуиодистой ртути 
и 10 г иодистого калия растворяют в 30 — 40 мл де- 
стилированной воды и сливают в мерную колбу на 
500 мл. Отдельно растворяют 40 г едкого кали в 200 мл 
дестиллированной воды, вливают в мерную колбу и 
доводят общий объем до метки. Перемешав содержимое 
колбы, оставляют ее на 2 — 3 дня в темном месте. 
Реактив отфильтровывают через стеклянную вату 
от избытка солей ртути и хранят в склянке из темного 
стекла. 
Реактив Ниландера. 2 г основного азотно- 
кислого висмута и 4 г сегнетовой соли растворяют 
(нагревая на кипящей водяной бане) в 100 мл 10% 
раствора едкого натра, охлаждают и отфильтровывают 
от выпавшего осадка. 
Реактив Селиванова. 0,05 г!резорцина рас- 
творяют в 100 мл 20% соляной кислоты. 
Реактив Стокса. Одну часть сернокислого 
железа и 2 части виннокаменной кислоты растворяют 
в 15 частях дестиллированной воды. Перед употреоб- 
лением добавляют аммиак до слабо щелочной реакции. 
Раствор должен быть прозрачным и окрашенным в 
зеленый цвет. 
р лана аммоний, 0,01 н. и ен 
растворы. Отвешивают 0,8 них ре 
помещают навеску в мерную литровую колоу и д 
ы Я й до метки. Титр раствора 
вают дестиллированной ВОДОЙ ДО &- 
0,01 н. раствору азотнокислого © 
устанавливают по 0, ). 
железоаммиачные квасцы 
ребра (индикатором служат твешивают соот- 
Для приготовления 0,171 н. раствора © ыы 


ветственно 14 г роданистого аммония и титр устанавли- 

вают по титрованному раствору азотнокислого серебра. 

53. Ртуть азотнокислая окисная, 0,1 н. 
раствор. К 7 мл концентрированной азотной кисло- 
ты мелкими порциями при осторожном помешивании 
добавляют 11 г желтой окиси ртути. Объем раствора 
доводят дестиллированной водой до [ л и устанавли- 
вают титр по 0,1 н. раствору соляной кислоты. 

Для установки титра к 10 мл титрованного раствора 
соляной кислоты добавляют 8 — 10 капель концентри- 
рованной азотной кислоты, 3 — 4 капли 30% раствора 
нитропруссида натрия и оттитровывают раствором 
азотнокислой ртути до появления мути, не исчезаю- 
щей в течение минуты. 

54. Серная кислота удельного веса 1,82. 
К одному объему воды прибавляют 10 объемов кон- 
центрированной серной кислоты удельного веса 1,84. 

55. Сернокислый аммоний, стандарт- 
ный раствор, содержащий 0,05 мг 
азота в 1 мл. Отвешивают 235,7 мг химически чи- 
стого и высушенного до постоянного веса сернокислого 
аммония, переводят его с помощью дестиллированной 
воды в мерную колбу на | л и доводят дестиллирован- 
ной водой до метки. 

к 56. Треххлористая сурьма, насыщенный 

раствор в хлорофор.ме. Треххлористую сурьму 

промывают небольшим количеством очищенного хлоро- 
| форма до тех пор, пока не будет стекать бесцветный 

з раствор, и высушивают в эксикаторе над серной кис- 
лотой. Из очищенного хлороформа и промытой трех- 
хлористой сурьмы готовят насыщенный раствор (при 
температуре около 20°). 

Е 57. Тройной хлор-цинкиодистый рас- 

; твор. 50 г сернокислого цинка и 250 г хлористого на- 
трия помещают в колбу на 1 л, растворяют, доводят 
дестиллированной водой до метки и отфильтровывают. 
Перед употреблением в этом растворе растворяют 
2,5% иодистого калия. 

58. Трубки Метта. Яичный белок процеживают через 

полотно и помещают в вакуум-эксикатор на сутки для 

удаления растворенного воздуха. Насасывают белок 

в чистые и сухие стеклянные трубки с внутренним 

диаметром 1 — 2 мм таким образом, чтобы белок запол- 
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нил всю трубку б 

трубки м ат. воздуха. Наполненные 

Нагревают баню до 90° дяную баню при 60 — 70°. 

Ё и дают ей остыть вмест |. 

ками. Концы трубок запаивают я 
| леевской замазкой. Перед упот к % ее ее 

резают на куски длиной Иа см. ие 

59. Фелин гова жидкость. Готовят отдельно 

два раствора: а) 200 г сегнетовой соли и 150 г едкого 
натра растворяют в мерной литровой колбе и доводят 
воДоИ до метки; 6) 40 г медного купороса растворяют 
в мерной литровой колбе и доливают водой до метки. 
Перед употреблением смешивают равные объемы рас- 
| творов «а» и «б». 

60. Фенол насыщенный водой, для хро- 
матографии аминокислот. 50 — 100 г 
фенола помещают в делительную воронку, энергично 
взбалтывают с 25 — 50 мл воды и оставляют стоять в 
воронке до разделения слоев (7 — 10 часов). Нижний 

слой фенола сливают в банку и используют для хрома- 
тографии. 

61. Флороглюцин-ванилиновый реактив. 
Растворяют 2 г флороглюцина и | г ванилина в 50 мл 
абсолютного спирта. Реактив должен быть свежепри- 
готовленным. 

62. Формольная смесь. Готовится перед употреб- 
лением. К 50 мл формалина прибавляют 1 мл 0,05% 
водно-спиртового (1:1) раствора фенолфталеина и за- 
тем 0,2 н. щелочи до слабо розового окрашивания. 

63. Фосфорнокислый калий, стандарт 

ный раствор, содержащий 0,04 мг 
фосфора в 1 мл. 0,1757 г КНРО, растворяют 
в дестиллированной воде и доводят общий объем 


в мерной колбе до Ол. 


64. Фосфорнокислый 
щенный с и 
о рорноки 
(Ма, НРО.-2Н»0). Фосфорн 
кулами воды (Ма,НРОа: 12Н.О) насыпают же 
на стекло и оставляют на 12 — 14 дней в сухо Е. 
защишенном от пыли. Соль К | "— ры 
Ол - ›О. Ког С 

воды, переходит в Ма» РО. 
кислый чатрий перестает терять вес, процесс считают 


законченным. 


натрий двузаме 
частицами воды 
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слый натрий с 12 моле-. 


65. 


66. 


67. 


68. 


69. 


фосфатный буфер, рН = 8,0. Отдельно 

растворяют 9,078 г первичного фосфата калия 

(КН,РО,). и _11,876-г вторичного фосфата натрия 
(Ма,НРО, . 2Н,О) в прокипяченной дестиллированной 

воде и доводят объем каждого раствора до | л. 

Для получения фосфатного буфера рН = 8,0 сме- 
шивают один объем первого раствора © 19 объемами 
второго. 

Хлороформ очищенны й. Продажный хими- 
чески чистый хлороформ промывают 2 — 3 раза дестил- 
лированной водой и высушивают прокаленным поташем 
или безводным сернокислым натрием. Перегоняют в 
склянку из темного стекла. 

Щелочной раствор. Готовят отдельно 5,76% 
раствор двууглекислого натрия и 4% раствор едкого 
натра. Перед употреблением смешивают равные объемы 
обоих растворов. 

Щелочной раствор перманганата. 
50 г марганцовокислого калия растворяют в 700—800 мл 
горячей ‘(70 — 80°) воды, беря мелкие порции пер- 
манганата и воды и сливая их в отдельный сосуд. От- 
дельно растворяют 25 г едкого натра, смешивают оба 
раствора и доводят общий объем до | л. 
Эйконоген (1, 2, 4-аминонафтолсуль- 
фоновокислый натрий), 0,25% раствор, 
содержащий сул ьфит и бисульфит. 
В 100 мл воды растворяют 15 г МаН$О,, 0,5 г Ма. Оз 
и 0,25 г эйконогена. Раствор отфильтровывают от не- 
растворившегося осадка. . 


—— 


нь 


ТАБЛИЦЫ 
1. Практические атомные веса некоторых элементов 
Элемент Атомный томный 
з вес Элемент = ее 
Азот ы т И 58,69 
Алюминий ры бол, м. 118,70 
Бар о 137,36 | Палладий ...... .| 106,7 
Бром а О” И и 195,23 
Водород ее ОЕ ре Е ее 200,61 
Ее я 55,84 ИОВИНепеоие о ами ИВ 207,21 
Ноа, а О О И Ук 32,06 
Калий ав ЗЭ серебро. в: 107,88 
Кальций х. “| 10.082 ур... 121,76 
Кислород ..... 16 об верод не. 5.0 12,01 
Лиги зе 65945 "Фосфор ен. 30,98 
Магнит о аыя р ое о 19,00 
Марганец а. О Ор. ее 35,46 
МЕД те ие барон ее 52,01 
Мышьяк А ОИК о и 65,38 
Натрий Ее 23,00 


п. Удельные веса и молярные концентрации продажных 
растворов концентрированных кислот и аммиака 


Наименование реактива 


Е ео Не 


Соляная кислота... .. 
» №. с МАЕ ве АСЕ 
Азотная р: вери 
» Пе 
Серная ны 


Хлорная » 
Фосфорная » 
Уксусная » 

У » 


Удельный 
вес 


Весовой 
процент 


Молярная 
концентрация 


Сл © ны ны чан 2 60 > ©. ю 
ыы од чо мох о 


ен на на ана 


335 


Удельный в 
а кет 
4! - натра* 


1,007 0,61 
1,014 1,20 
1,022 2,00 
1,029 И 
1,037 3,35 
1,045 4,00 
1,052 4,64 
1,060 5,29 
1,067 5,87 
1,075 6,55 
1,083 7,31 
1,091 8,00 
1,100 8,68 
1,108 9,42 
1,116 10,06 
1125 10,97 
1,134 11,84 
1,142 12,64 
5 13,55 
1,162 14,37 
Зы 15,13 
1,180. 15,91 
1,190 16,77 
1,200 17,67 
1,210 18,58 


Гл содержит! Удельный & 
едкого | = адеето 
и О ЗИ: натра 

6,143 1,220 19,58 
12,168 1,231 20,59 
20,440 1,241 21,42 
27,886 1,252 22,64 
35,860 1,263 23,67 
41,800 1,274 24,81 
48,813 1,285 25,80 
56,074 1,297 26,83 
62,632 1,308 27,80 
70,412 1,320 28,83 
79,167 1,332 29,93 
87,280 1,345 31,22 
95,480 1,357 32,47 
104,374 1,370 33,69 
112,270 1,383 34,96 
123,413 1,397 36,25 
134,263 1,410 37,47 
144,349 1,424 38,80 
156,096 1,438 39,99 
166,980 1,453 41,41 
177,172 1,468 42,83 
187,74 1,483 44,38 
199,56 1,498 46,15 
212,04 1,514 47,60 
224,82 1,530 49,02 


едкого кали 


1У. Удельные веса водных растворов 


—_ 
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Удельный вес 
а 15 
- 4 


% едкого 
кали 


1 В настоящей т 
проценты содержания 


| л раствора 
содержит едкого 


кали вг 


11. Удельные веса водных растворов едкого натра 


Гл содержит 
едкого 
натра 

вг 


238,88 
253,46 
265,82 
283,45 
298,95 


316,08 
331,53 
347,99 
363'63 
378,56 


398,67 
429,91 
440,62 
461,55 
483,50 


508,41 
528,33 
552,51 
575,06 
601,69 


628,75 
658,16 
678,33 
720,66 
750,00 


аблице, а также в последующих даны весовые 


растворенного вещества. 


— 


Удельный вес 
15 


Продолжение 


°/о едкого 
кали 


Т л раствора” 
содержит едкого 
кали вг 


1,091 
1,100 
1,108 
1.16 
1, 125 
1.134 
1,142 
1,152 
1,162 
1,171 
1,180 
1,190 
1,200 
1,210 
1,220 
1,231 
1,241 
1,252 
1,263 
1,274 
1,285 
1,297 
1,308 
1,320 
1,332 
1,345 
1,357 
1,370 
1,383 
1,397 
1,410 
1,424 
1,438 
1,453 
1,468 
1,483 
1,498 
1,514 


=> > © 


—ыь 


У. Удельные веса водных растворов аммиака 


и 


Удельный Удельный 
вес % 1 рей вес % Гл содержит 
15 аммиака 15 - аммиака 
ммиака 
415 аммиака ноя а |6 В 


О 


1,000 0,00 0,0 0,940 15,63 146,9 
0,998 0,45 4,5 0,938 16,22 1591 
0,996 0,91 9,1 0,936 16,82 157,4 
0,994 1,37 13,6 0,934 17,42 162,7 
0,992 1,84 18,2 0,932 18,03 168,1 
0,990 2,31 22,9 0,930 18,64 173,4 
0,988 2,80 27,7 0,928 19,95 178,6 
0,986 3,30 32,5 0,926 19,87 184,2 
0,984 3,80 37,4 0,924 20,49 189,3 
0,982 4,30 42,2 0,929 21,12 194,7 
0,980 4,80 47,0 0,920 21,75 200,1 
0,978 5,30 51,8 0,918 29’39 205,6 
0,976 5,80 56,6 0,916 23,03 210,9 
6,974 6,30 61,4 0,914 23,68 216,3 
0,972 6,80 66,1 0,912 24,33 221,9 
0,970 7,31 70,9 0,910 24,99 227,4 
0,968 7,82 75,7 0,908 95,65 232,9 
0,966 8,33 80,5 0,906 26,31 238,3 
0,964 8,84 85,2 0,904 26,98 243,9 
0,962 9,35 89,9 0,902 27,65 249,4 
0,960 9,91 95,1 0,900 28,33 255,0 
0,958 10,47 100,3 0,898 29,01 260,5 
0,956 11,03 105,4 0,896 29,69 266,0 
0,954 11,60 110,7 0,894 30,37 271,5 
0,952 12,17 115,9 0,892 31,05 277,0 
0,950 12,74 121,0 0,890 31,75 282,6 
0,948 13,31 196,2 0,888 32,50 288,6 
-0,946 13,88 131,3 0,886 33,25 294,6 
0,944 14,46 136,5 0,884 34,10 301,4 
0,942 15,04 141,7 0,882 34,95 308,3 


УТ. Удельные веса растворов серной кислоты 
‚Удельный | 
4 ь ы вг 
и 
1,000 0,09 т. т = 
ты —— 31 | 1,460 | 55,97 817 
1,040 5,96 62 1,480 | 57,83 856 
1,060 8,77 93 1,500 | 59,70 896 
1,080 11,60 125 1,520 | 61,59 936 
1,100 14,35 158 1,540 63,48 0,977 
1,120 17,01 191 1,560 | 65,20 1017 
1,140 19,61 223 1,580 | 66,95 1058 
1,160 22,19 266 1,600 | 68,70 1099 
1,180 24,76 292 | 1,620 | 70,42 1141 
1,200 27,32 328 1,640 202 1 182 
1,220 29,84 363 1,660 | 73,81 1225 
1,240 32,28 400 1,680 75,50 1262 
1,260 34,57 435 1,700 77,17 1318 
1,280 36,87 479 1,720 | 78,92 1357 
1,300 39,19 510 1,740 | 80,68 1404 
1,320 41,50 548 1,760 | 82,44 1451 
1.340 | 43,74 586 1,780 | 84,50 — 
1,360 | 45,88 624 1,800 | 86,92 Е 
1,380 | 48,00 662 ВР г 
1,400 | 50, 702 1,840_| 95,60 ы 
740 1,841 | 98,20 ыы 
в а Б 1830 | 99.12 1823 
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УИ. Удельные веса`растворов соляной кислоты 


Удельный 
вес 


1 л содержит 
НС 


Удельный 
вес 


15 
44 


1 л содержит 
15 


УИ. 


Удельный 
вес 


15 
44 


Удельные веса Растворов азотной кислоты 


ох 
№ 


Н№О, 


1л содержит 
МО 


вг 


Удельный 
вес 


15 
41 


% 
НмО, 


Тл содержит 
1 з 
вг 


ТХ. Индикаторы для ацидиметрического титрования 
и колориметрического определения рН 


Окраска 


Наименование 
индикатора 


в кислой 
среде 


в щелочной 
среде 


Интервал 


перехода ок- 


раски (рН) 


Точка пе- 
рехода(по- 
ловинный 
показа- 
тель-—рН) 


Кристалловый 
фиолетовый 
Тропеолин 00 
Парадиметилами- 
ноазобензол 
(диметиловый 
желтый) 
Конго красный 
Метиловый оран- 
жевый 
Бромкрезоловый 
зеленый 
Метиловый крас- 
НЫЙ 
Ализарин красный 
(ализаринсуль- 
фоновокислый 
натрий) 
Азолитмин (со- 
ставная часть 
лакмуса) 
Бромтимоловый 
синий 
Нейтральный 
красный 
Феноловый крас- 
НЫЙ 
Крезоловый крас- 
* НЫЙ : 
Фенолфталеин 
Тимолфталеин 


Ализарин желтый 


Зеленая 


Розовая 
Красная 


Темносиняя 
Красная 


Желтая 
Красная 


Желтая 


Красная 


Желтая 
Красная 
Желтая 
» 
Бесцветная 


» 
Желтая 


Фиолетовая 


Желтая. . 
» 


Красная. 
Желтая 


Синяя . 

Желтая 

Пурпурно- 
красная 


Синяя .. 


у 
Оранжевая 
Красная 

» 
» 


Синяя... . 
Лиловая 


0,0—2,0 


1,4—2,6 
2,9—4,0 


3,0—5,2 
3,1—4,4 


4,0--5,6 
4,2—6,3 


5,0—6,8 
5,0—8,0 


6,0—7,6 
6,8—8,0 
6,8—8,4 
7,2—8,8 
8,2—10,0 


9,3—10,5 
10,1—12,0 


Х. Давление насыщенного водяного пара 


| 
Давление в 
миллиметрах 
ртутного 
столба 


Темпера- 
тура 


Темпера- 
тура 


Давление в 
миллиметрах 
ртутного 
столба 


Давление в 


Темпера- 
тура 


миллиметрах 


ртутного 
столба 


10° 
11° 
12» 
13° 
14° 


9,84 
10,52 
11,23 


9,209 


2,99 


15° 
16° 
Во 
18° 
. 19° 


12,79 
13,63 
14,53 
15,48 


16,48 


20° 
Е 
222 
23° 
24° 


17,54 
18,65 
19,88 
21,07 
22,38 


| Давление в Давление в | Давлени 
Темпера- миллиметрах Темпера- миллиметрах “емпари: миллиметьаа. 
О бОР | орет тени о 
[ 

25° 23,76 30° 31,82 35° 42, 18 

26° 25,2] ре 33,70 36° 44,65 

ото 26,74 32° 35,66 37° 47,07 

28° 28,35 33° 37,73 38° 49,69 

29° 30,04 34° 39,90 39° 52,44 

40° 55,32 
, ХГ. Состав крови человека 
Составные части | ИЕН И о 
Вы 7,4 7,4 
к" ыы о - ы Е 1,050—1,060 1,029- 1,034 
еек Рае 75—85 90—91 
Вода (в Зе аа - г. 
Сухой остаток ета Ве 5—2 р 
Щелочной резерв (в об.% СО — 

Е о Е 180—220 300—340 
а а 150—220 | “15—20 
Калий (в мг%) И ЕЕ ав ет: 
Кальций сбщий (в = Е: ЕР, 
а О к 50—65 | бы 
Железо (в мг%) ее ом 0.612 о 
Медь (в с ЗО ЕВ 16—28 а 

© Сера общая (в мг%) ОЕ 25 во 2,8 
= » сульфатов (в мг%ф) .... : 290'”320 360—380 
! лор 8: чае Е 470—530 | 570—630 
Хлористый натрий (в Ва 30—50 10—15 

Фосфор общий (в мг%) о: Е: =. 

» неорганический (в мг%) 80—120 80—120 
Сахар (глюкоза) (в аа 16—91 6,5—8,5 
Белки (в %). о. а => 14—16 58 
Гемоглобин Е), Е нео : ‚2—0, 
ОрИИОТЕН В М 
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> глобулин (в %).... 2,6-3,5 | '1,2 
Азот общий (в д ие АЕ 25 -35 20—30 
>. остаточный (в! ми) 6—8 5—6 

» аминокислот (в мг%)...... 410 ее. 
» полипептидов (в мг%) .... ; 20—30 =. ь 
Мочевина в ГО : : = ых 
.. о | —400 | 200—400 | 
в. | Креатинин (в мг%,) . 200— й ве 
и ир общий (вме: ы 150—252 Е | 
Холестерин общий (в мг% 4). : 150—250 йа | 
Лецитины (фосфатиды) (в мгр ОН 0.01 0'06 | 
а ней } 
аротин (в мг%) рН 10—80 
Амилаза (а 38 ) Е 
| 
| 


ХИ Состав мочи человека 


(выделяется за сутки в граммах) 


Среднее`‘количество а. ча. 
Удельный вес 


НЫ. 


Органические вещества 
МОЧЕ РИНЯЕ ет инй 
Мочевая кислота 
Пуриновые основания 
Креатинин 
Гипнуровая кислота... тет 
Парные эфиросерные кислоты 
Индикан г 
Уробилиноген 
Урохрам „ис ме 
Ацетон--ацетоуксусная кислота 
Белок .. 


1200—1500 мл 
1,010—1,095 
5=7 
47—65 
51 
148=29,.6 

ОТ 
3,0—5,2 
2,0—3,3 
0,2—0,3 

0,06—0,2 
0,6—1,3 
22—46 
20—35 
Е 
0,015—0,045 
1,5—2,4 
0,1—2,0 


- 0,07—0,85 


0,001—0,038 
0,020—0,035 
0,2—0,9 
0,009 
0,003—0,009 


СОДЕРЖАНИЕ 


Предисловие ко второму изданию . 
Предисловие к первому изданию Ё 


Химия белков 
Цветные реакции на белки 


Реакции осаждения белков .... ке 

Диаз: бела Мао . и 

Определение изоэлектрической точки белка .. : у рН, 

Кислотный гидролиз белков... еее * ВЕ 

Определение азота аминных групп методом формольного 
титрования зы ет Ме очи ОВ 

Нуклеопротеиды 
* Получение дезоксирибонуклеопротеида + › тг * 


* Реакция на дезоксирибонуклеиновую кислоту 
Получение нуклеопротеида из дрожжей .....- 
Гидролиз нуклеопротеида ет" °* 


Ферменты 
Гидролиз крахмала „т °* 
Термолабильность ферментов ...° 
Специфичность ферментов . +.’ 
Влияние рН на действие ферментов , --.* 
Качественная реакция. на уреазу +. **’* 
Качественные реакции на оксидазы ет’, 
Качественные реакции на пероксидазу . 

каталазу ... 


Качественная реакция на ре те: 
а деридразы и < ОО 


Качественные реакции Н Е 
Количественное определение дегидраз" о аа 
а 
* Количественное определение протеиназ по ыы Метт. 
Определение амилазной активности слюны 8 ыы те 
* Количественное определение каталазы КР в 
и Зубковой .--- а липазы > ре 
ы елени ых 
Количественное опред т ев 


й л 
* Ферментативный синтез ‘изоамиломас 


Витамины 


еакция на Витамин. ид о 
еделение вит ы 
к п Ределение каротина по Рачевскому 


и гормоны 


. . 
о я #9 
ме 


Качественная Р 
* Количественно 
* Количественное 


Разделение каротиноидов методом хроматографической ад- 
сорбции по Цвету .... мы 
Реакция на витамин Ву (тнамин). ЕЙ 
Реакция на никотиновую кислоту и ве амид 

Определение витамина С 
Реакция на адреналин... 


Липиды и их обмен 


Обнаружение жиров .. $ 
Растворение и эмульгирование жиров 
Переваривание жиров... 
Реакции на ацетоновые тела 
Реакции на холестерин : р 
Обнаружение холестерина в мозгу я 
* Количественное определение сина `В крови + 
гельгардту и Смирновой .. ВЕ 
Обнаружение лецитина в желтке куриного яйца, 


Углеводы и их обмен 


Качественные реакции на углеводы ........ : 
Переваривание крахмала амилазой поджелудочного ‘сока, 
Количественное определение сахара в крови 


* Количественное определение сахара в кросА при сахарной 
нагрузке ....- 


Влияние инсулина на количество сахара в. крови с 
Влияние адреналина на количество а в крови 
Проба на брожение 
Использование неорганического фосфата. В прощессе брожения 
Бликолиз у... -.. 


Обмен белков 


Переваривание белка пепсином .. 

Переваривание белка трипсином . 

* Действие эрепсина на пептон ; т 

Освобождение биологических жидкостей от бе ков * ела 

Определение общего и остаточного азота в сыворотке крови 

Определение свободных аминокислот методом распредели- 
тельной хроматографии на бумаге НИ 

* Переаминирование аминокислот .. 

* Определение аминоазота газометрическим методом по Цу- 
веркалову 

Качественные реакции на мочевину. } 

Количественное определение мочевины в моче по ’ Бородину 

Количественное определение аммиака в моче 

Реакции на креатинин . .. я 

Обнаружение креатина в мышечной ткани 

Обнаружение карнозина в мышечной ткани 

Количественное определение креатинина и креатина в моче 

Мочевая кислота - зе ах а аа & 
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* Свертывание крови 
* Определение скорости све 


ре . - Но АО 
тывания к 2 
; Е р РОВ лера 22 
х Определение протромбина по Боровской и Ровинской ›` 2 
Определение щелочного ре ые. 


с 
5 
> 


серва кровяной плазм 
Получение кристаллов гемина. - нЕ: 


Гваяковая проба на кровь. Е а ВЕНЫ 


Бензидиновая проба на кровь .. т ЕЕ ет 
Спектральный анализ пигментов крови . р 236 
Проба на карбоксигемоглобин 2 239 
Исследование кровяных пятен... я . : ме 240 
*Определение количества гемоглобина .` Заре: ра а м 241 
О пределение кальция В сыворотке крови...‘ +. 243 
Определение хлора в крови ах че 246 


Определение неорганических фосфатов в сыворотке крови 249 


Желчь 


Реакции на желчные Е СО 
"Реакции на желчные кислоты о Чи ь ое Е 
Обнаружение холестерина в желчных камнях 


Желудочный сок 


Реакции на свободную соляную КИСЛОТУ у о оБа 
Реакция на молочную КИСЛОТ ори ое ее зынОй 
Титрование кислот желудочного содержимого....... р 
Реакция на кровь в желудочном соке. ....,..... = 
Открытие желчи в желудочном соке............ 
9 
Моча 
А 
Определение удельного веса мочи... ....... ый 
Исследование‘ цвета: мочи ое о ный 
Исследование прозрачности мочи .... = 
Исследование запаха ры ан и 
Определение реакции мочи ‚.....-... г. 
о РЕ 

Колориметрическое определение рН моч Е 
Реакция на хлориды у... еее а 
Количественное определение хлоридов в моче .. Вы ТРОН 
Реакция на сульфаты .... те, о ео виыы | 
Реакция на фосфаты ... ое 
Качественные реакции на белок в моче . Е 
Количественное определение Е о 283 
к ачественные реакции на сахар в Е ЕВА 
Количественное определение сахара аи О 
ре ОБИ ВЕ пигменты в моче ... са 

е на к т . 99: 
ачественные реакции Е а 
вы на желчные пигменты в моче с 2206 


< а 52 . 
Реакция на желчные кислоты и ом 
Реакции на уробилин и уробилт 


| Приготовление реактиво А СЕ. = 30] 
| С АОЛИВЫ: ПЖ Е даб 
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Стр. 
а о 
Микроскопическое исследование мочи .... `` 300 
* Анализ мочевых осадков и сростков.... `` 09 

Молоко 

Исследование молока под микроскопом -......... 308 
Белки молока т... К а к 99255.2309 
Ферментативное свертывание казеиногена пенсином 810 
Реакции на молочный сахар . =. 31 
Обнаружение молочной кислоты в кислом молоке. Е 312 


* Реакция Умикова на отличие женского молока от коровьего 313 
Определение удельного веса молока . ие ЗА, 
Определение кислотности молока 


35 
* Количественное определение жира в молоке....... 316 
* Количественное определение белков в ОК а... `. 319 


Приложение о + а 391 


Збарский Борис Ильич 
Збарский Илья Борисович 
Солнцев Александр Иванович 


Практикум по биологической химии 
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